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RESUMO

Nas ultimas décadas, o uso de compostos naturais como flavondides e sapogeninas
tem sido largamente difundidos na industria farmacéutica devido suas atividades
antiinflamatorias, prevencao de cancer e de doencas cardiovasculares. Neste trabalho, foi
avaliado o efeito da quercetina (flavondide) e hecogenina (sapogenina), sobre as atividades
catalitica e farmacoldgicas de uma isoforma de fosfolipase A2 secretéria (sPLA2) de
Crotalus durissus terrificus em duas situacdes: pré-incubado e co-incubado. Na pré-
incubagdo, a sPLA2 pura foi incubada com os compostos e os resultados indicam
modificacOes estruturais na estrutura secunddria como evidenciada pelas andlise de
dicroismo circular. Os dois compostos foram capazes de diminuir a atividade enzimética,
porém, somente a quercetina foi capaz de diminuir a mionecrose. Nenhum dos compostos
apresentou efeito sobre a formacdo de edema. Na co-incubacgdo, trés concentracdes
diferentes dos compostos foram misturados com sPLA2 e imediatamente testados. A co-
incubagdo mostrou uma menor a¢do sobre atividade catalitica quando comparado com a pré-
incubagdo, sugerindo a importincia da incubagdo dos compostos com a proteina. Entretanto,
a co-incubacdo mostrou melhor efeito sobre as atividades farmacoldgicas (edema e
miotoxidade). Os resultados obtidos sugerem a existéncia de dois sitios farmacolégicos
distintos, um relacionado com sitio enzimatico e outro distinto dessa atividade. Além disso,
estudos de docking realizados entre a sSPLA2 e a quercetina mostraram a existéncia de
ligacOes de hidrogénio, interagdes polares e hidrofobicas, sugerindo que outros flavondides
com estruturas similares podem se ligar a sSPLA2. Além de avaliar o efeito da quercetina
sobre a SPLA2 de Crotalus durissus terrificus foi avaliado o efeito sobre uma sPLA2

cataliticamente inativa (Lys49-sPLLA2) de Bothrops pirajai. O resultado de dicroismo

Xiv



circular ndo apresentou modificagdes em nivel de estrutura secundaria, entretanto, estudo de
estabilidade mostrou que a quercetina leva a uma maior estabilidade térmica da estrutura
proteica frente a altas temperaturas, tornando o processo de desnaturagdo reversivel. Apesar
da auséncia de atividade catalitica, Lys49-sPLA2 apresentou formacdo de edema,
miotoxidade e uma baixa agregacdo plaquetdria. Entretanto, nenhuma das atividades
farmacoldgicas foi inibida significativamente pela quercetina. Os resultados apresentados
mostram que o uso de compostos fendlicos sdo uma boa iniciativa para estudar e melhor

entender as acdes de sPLA2 purificadas do veneno de serpente.

XV



ABSTRACT

In the last decades, the use of natural compounds, such as flavonoids and sapogenins
has been applied to various pharmaceutical industries due their anti-inflammatory, cancer
preventive and cardiovascular protective activities. In this study was evaluated the effect of
quercetin (flavonoid) and hecogenin (sapogenin) on the catalytic and pharmacological
activity of a secretoy phospholipase A2 from Crotalus durissus terrificus in two different
situations: pre-incubated and co-incubated. In the pre-incubation situation, native sPLA2
was incubated with the compounds and the results have shown structural modifications in
secondary structure as evidenced through circular dicroism. Both compounds were able to
decrease catalytic activity, however, just quercetin was able to decrease myonecrosis. None
of the compounds have shown effects on the oedema formation. In the co-incubation, three
different concentrations of both compounds were mixed with sPLA2 and immediately
tested. Co-incubation has shown lesser effect on catalytic activity than pre-incubation,
suggesting an important role of incubation process. Nevertheless, co-incubation presented
better effects in pharmacological activities (oedema and myotoxic). These results suggest
the existence of two pharmacological sites in the protein, one that is correlated with the
enzymatic site and another that is distinct from it. In addition, molecular docking studies
between sPLA2 and quercetin showed the existence of hydrogen-bonded, polar interactions
and hydrophobic interactions, suggesting that other flavonoids with similar structures could
bind to sPLA2. Besides to evaluate the effect of quercetin on a Crotalus durissus terrificus
sPLA2, was also evaluated the effect of this compound on a sPLA2 inactive catalytically
(Lys49-sPLA2) from Bothrops pirajai. Dicroism circular results did not show modifications

in secondary structure, however, thermal stability study have shown that quercetin is able to

XVi



increase the stability of sSPLA2 in high temperatures, in addition to become the denaturation
a reversive process. Despite of the lack of catalytic activity, Lys49-sPLA2 has shown
oedema formation, myotoxic and a low platelet aggregation. Although none of
pharmacological activities was significantly abolish by quercetin. The results have shown
that the use of phenolics compounds are a good point to study and better understand the

actions of sPLA?2 purified from venom snake.
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1-INTRODUCAO

O Brasil esta incluido no grupo dos paises com altos niveis de diversidade bioldgica
devido aos diferentes biomas e ecossistemas que o caracterizam (Silva, 2003), tendo
somente como concorrente pelo titulo de nacdo biologicamente mais rica do planeta, a
Indonésia (Mittermeier et al., 2005). E considerado um pais rico na diversidade genética
vegetal — mais de 55.000 espécies catalogadas num total estimado entre 350.000 e 550.000
(Simdes et al., 2000; Giulietti et al., 2005). No entanto, apenas 8% das espécies vegetais
estudadas com caracteristicas bioativas, e apenas 1.100 espécies avaliadas em suas
propriedades medicinais. Esse imenso patrimOnio genético, j4 escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico inestimdvel, principalmente
no campo do desenvolvimento de novos medicamentos (Calixto, 2003).

Nas ultimas décadas, tem se verificado um grande avanco cientifico envolvendo
estudos quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais com o objetivo de obter
compostos com propriedades terapéuticas (Cechinel Filho e Yunes, 1997; Rates, 2001).

A busca de novos compostos obtidos a partir de plantas tem proporcionado a indudstria
farmacéutica uma fonte de pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos (Schenkel
et al., 1999), j4 que os principios ativos obtidos t€ém se mostrado promissores no tratamento
de neoplasias, doencas inflamatérias dentre outras. No caso do envenenamento por picada
de serpentes, antes do uso da soroterapia como método efetivo, os registros escritos ou
documentados da histéria de nosso pais descrevem o uso principalmente de métodos
fitoterdpicos, conhecido como fase pré-soroterapia.

No Brasil existem referéncias de alguns tratamentos utilizados contra esse tipo de

envenenamento que foram incorporados da cultura indigena. A espécie de planta mais
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conhecida € a Aristolochia sp, cujo extrato experimentalmente foi capaz de neutralizar a
acdo do veneno botrépico (Martz, 1992). O extrato de Curcuma longa — Zingiberaceae,
popularmente conhecida como acafrio, foi capaz de neutralizar a acdo letal induzida pelo
veneno de Bothrops jararaca e Crotalus durissus terrificus (Ferreira et al., 1992), e de
inibir a a¢do neurotéxica de Naja naja siamensis (Borges et al., 2001). O extrato vegetal de
Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) também se mostrou como inibidor da atividade
edematogénica de Bothrops moojeni e Bothrops jararacassu (Borges, et al., 2000). Iglesias
e colaboradores (2005) mostraram que o flavondéide morina quando incubado com
fosfolipases A2 (PLA2) de Crotalus durissus cascavella induziu modificacdes em nivel de
estrutura secunddria e aminodcidos aromaticos, levando uma inibi¢do da atividade
enzimatica através de um desenovelamento parcial da PLA2. Entretanto estas mudancgas
nido foram capazes de diminuir o edema agudo, miotoxicidade e agregacdo plaquetdria
induzida pela PLA2.

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a 7-hidroxicumarina (umberiferona), ao
contrario do que foi observado para a morina, foi capaz de inibir, ndo somente a atividade
enzimatica, mas propriedades indutoras do processo inflamatério, tais como edema de pata,
degranulacdo de mastdcitos e concomitantemente levar a mudangas em nivel de estrutura

secundéria da PLA2 (Toyama et al., 2009).

1.1 - SERPENTES

1.1.1 GENERO BOTHROPS - Bothrops pirajai.

As serpentes do género Bothrops sdo encontradas em todo o territério nacional,

totalizando vinte espécies. Habitam zonas rurais e periféricas de grandes cidades,



preferindo ambientes imidos como matas e areas cultivadas e locais onde haja facilidade
para proliferacdo de roedores (paidis, celeiros, depdsitos de lenha). Apresentam hébitos
predominantemente noturnos e sdo consideradas de grande importancia do ponto de vista
epidemioldgico, médico e social no Brasil, ja que s@o responsaveis por 85-90% do nimero
de acidentes registrados (Mancuso et al., 1995; Pinho e Pereira, 2001).

A espécie Bothrops pirajai € encontrada no sul do estado da Bahia, ¢
morfologicamente muito parecida com a Bothrops jararacussu (Toyama et al., 1998) e seu
veneno contém miotoxinas como aquelas encontradas na B. jararacussu (Costa et al.,
1999).

O veneno botrépico contém vdrias toxinas ativas, tais como serinoproteases,
metaloproteases e fosfolipase A2, sendo este tltimo o grupo mais importante (Mancuso et
al., 1995). O veneno apresenta trés atividades principais: proteolitica ou necrosante, que
determina edema inflamatério na regido da picada; coagulante, atuando através de
componentes que interagem com proteinas da cascata de coagulacdo, por exemplo, o
ativador do Fator V (RVV-V) uma glicoproteina que atua na conversao do fator V. em V,
através de clivagens em ligacdes peptidicas; hemorrdgica, devido a presenca de
componentes, dentre eles as fosfolipases A2 que atua inibindo o fator X de coagulagado e
inibindo a formag¢do do complexo protrombinase através de fosfolipidios envolvidos no
complexo (Markland, 1998). Outras atividades como: fibrinogenolitica, fibrinolitica e
agregacdo plaquetdria podem participar da fisiopatologia do envenenamento (Ribeiro e

Jorge, 1997).



1.1.2 GENERO CROTALUS - Crotalus durissus terrificus

O género Crotalus estd representado no Brasil por apenas uma espécie, a Crotalus
durissus (Pinho e Pereira, 2001; Fernandes et al., 2008), e distribuidas em cinco
subespécies: C. durissus terrificus, encontrada nas zonas altas e secas da regido sul oriental
e meridional; C. durissus collilineatus, presentes nas regides secas da regido centro-oeste,
Minas Gerais e norte de Sao Paulo; C. durissus cascavella, encontrada nas areas da
caatinga do nordeste; C. durissus ruruima, observada na regiao norte do pais; e C. durissus
marajoensis, presente nas regides proxima a Ilha de Marajé (Pinho e Pereira, 2001).

Essas subespécies sdo encontradas em campos abertos, dreas secas, arenosas e
pedregosas, raramente na faixa litordnea. Quando ameacadas, denunciam sua presenca pelo
ruido caracteristico do guizo ou chocalho, presente na cauda (Sano-Martins et al., 2001).
Anualmente cerca de 1500 casos de mordidas sdo registrados no caso por envenenamento
de serpentes no Brasil sdo causados pela Crotalus durissus terrificus (Evangelista et al.,
2008).

O veneno crotélico quase ndo produz lesdo local, possuindo principalmente trés
atividades com importancia clinica conhecida: “trombina-like”, atuando como coagulante
através da degradacdo da fibrina pelo sistema fibrinolitico (Marsh et al., 2005; de Oliveira
et al., 2009); miotdxica sist€mica, podendo causar uma intensa quebra do tecido muscular
esquelético (rabdomiodlise) com liberacdo de enzimas, como a creatina quinase (CK) e
mioglobina; e neurotéxica, devido a crotoxina que se liga nos receptores de membrana pré-
sindpticos inibindo a liberacdo de acetilcolina causando bloqueio neuromuscular (Kini,

2003).



1.2 - VENENO - ASPECTOS GERAIS

O veneno de serpentes é uma mistura de componentes ativos cujo objetivo é captura e
digestdo da presa, além de uso na defesa contra predadores (Meier e Stocker, 1995). Os
componentes do veneno podem variar de acordo com localizagdo geografica, estacdo do
ano e idade da serpente (Dhananjaya e D’Souza, 2010). Em torno de 90 a 95% do peso seco
do veneno de serpentes € constituido por proteinas, as quais apresentam importantes
fungdes bioldgicas quando comparadas com a fragdo ndo protéica, que € constituida por
sais, agucares, fons e lipidios (Tu, 1977; Tu, 1982).

A porcao protéica do veneno das serpentes € constituida principalmente por enzimas
de natureza hidrolitica:

Oxirredutases — basicamente dois tipos dessa enzima sao encontrados no veneno total das
serpentes, a L-aminodcido oxidase, que converte o aminodcido livre a um alfacetodcido
(Meister, 1965; Mebs, 1970), e a lactato desidrogenase, responsavel pela catélise da reacao
de conversdo do lactato a 4cido pirtvico (McLean et al., 1971).

Fosfatases — sdo enzimas que quebram ligacdes fosfomonoéster e fosfidiésteres, sendo que
as fosfodiesterases sdo as mais conhecidas e muito utilizadas como ferramenta no
seqlienciamento ou caracterizacdo de oligonucleotideos e polinucleotideos (Laskowsky,
1971).

Glicosidases — um exemplo dessa enzima é a hialuronidase, capaz de catalisar a reacdo de
hidrélise do 4dcido hialurénico, facilitando a difusdo das toxinas do veneno para dentro do

tecido das vitimas. Este dcido hialurénico é um mucopolissacarideo, encontrado na pele e

nos tenddes (Meyer et al., 1960).



Proteases — um grande nimero dessas proteinas é encontrado no veneno total, e quase
todas dependem de co-fatores como fons metélicos (cdlcio e magnésio) para atividade.
Podem ser classificadas em dois grandes grupos: as exopeptidases e as endopeptidases
(Iwanaga et al., 1976).

Lipases — sdo enzimas lipoliticas, tais como as fosfolipases. As fosfolipases A2 sdo as mais

estudadas devido a sua importancia em processos inflamatérios (Tu, 1977).

1.3 - CROTOXINA

O veneno da Crotalus durissus terrificus contém quatro proteinas com acgdo
neurotdxica: a convulxina, capaz de produzir convulsdo e agregacio plaquetdria; giroxina,
que possui atividade trombina-like; crotamina, que produz espasmos no musculo
esquelético e crotoxina, que € o principal componente téxico do veneno e que além da agdo
neurotdxica apresenta acdo miotoxica (Toyama et al., 1999; Toyama et al., 2000; Santos et
al., 2007).

A crotoxina é um complexo protéico que foi isolado e cristalizado em 1938 por Slotta
(Slotta e Fraenkel-Conrat, 1930) e Fraenkel-Conrat (Hendon e Fraenkel-Conrat, 1971). E
um heterodimero constituido por duas subunidades distintas: uma fosfolipase A2 (PLA?2)
basica (Componente B, CB) de massa molecular de 14.350 Da e pl de aproximadamente
8,2, e um componente nao enzimdtico de massa molecular de 9.490 Da e de pl aproximado
3,4 chamado crotapotina (Componente A, CA) que é farmacologicamente inativo e
funciona como uma proteina chaperona para a PLA2 aumentando a atividade biolégica

desta (Toyama et al., 2003; Miyabara et al., 2004, Santos et al., 2007).



Em 2007 Marchi-Salvador e colaboradores, cristalizaram duas isoformas de PLA2-
asp49 (componente B) (Figura 1) mostrando a formacdo de um tetramero através da

associacdo de dois dimeros quase idénticos.

Figura 1: Esquema do componente B (PLA2) de Crotalus terrificus durissus. (Marchi-
Salvador et al., 2008)

As duas subunidades da crotoxina funcionam de maneira sinérgica. A crotapotina
aumenta a capacidade da PLA2 encontrar o alvo em juncdes neuromusculares e assim
aumentar sua letalidade, entretanto reduz a atividade enzimatica da PLA2 (Perales et al.,
1995).

O mecanismo de acdo da crotoxina envolve o bloqueio da transmissao de impulsos
nervosos em juncdes neuromusculares, dos quais decorrem as paralisias motoras
apresentadas pelas vitimas. A junc¢do neuromuscular é uma regido especializada da fibra
muscular, onde o impulso nervoso ao atingir a terminacao nervosa pré-sindptica, determina
a sua despolarizagdo e liberacdo do neurotransmissor acetilcolina (Doley e Kini, 2009;
Sampaio et al., 2010). Existem dois mecanismos para explicar a inibicdo da contracdo

muscular pela crotoxina, um envolvendo atividade pré-sindptica e outro pds-sindptico. Na



acdo pré-sindptica a crotoxina inibe a liberacdo da acetilcolina e na pds-sindpticas atua
bloqueando a resposta a acetilcolina através da estabilizacdo do receptor de acetilcolina
convertendo-o a um estado inativo (Bon et al., 1979).

Além do efeito neurotoxico, a crotoxina também afeta as células dos musculos
esqueléticos (Doley e Kini 2009). Evidéncias indicam que o envenenamento por Crotalus
durissus terrificus € caracterizado por uma miotoxicidade sist€émica e rabdomidlise, que
causa lesdo muscular e altos niveis no plasma de enzimas derivadas do musculo, como a
creatina quinase (CK) e mioglobindria (Gutiérrez et al., 2008).

Os sinais caracteristicos da a¢do miotoxica sdo dores musculares generalizadas, urina
com coloragdo avermelhada (mioglobintria) e necrose da musculatura esquelética
(rabdomidlise) (Gopalakrishnakone et al., 1981). Segundo Gutiérrez e colaboradores (2008)
a crotoxina B (PLA2) € responsdvel pela atividade miotdxica ndo sendo necessirio a
crotoxina A, entretanto, a auséncia da subunidade A diminui o potencial da atividade
quando comparada com a crotoxina.

Nos dltimos anos, a crotoxina tem recebido grande atencdo devido a sua atividade
citotoxica in vitro contra uma variedade de células tumorais humana. A eficicia antitumoral
in vivo, usando administracdo didria de crotoxina tem sido demonstrada em carcinoma
Lewis de pulmao e carcinoma mamadrio humano MX-1 inibindo 83% e 69% do crescimento
respectivamente (Newman et al., 1993). Uma menor inibicao foi observada em células com
leucemia, indicando uma especificidade da crotoxina com tumores sélidos (Santos et al.,

2007).



1.4 - FOSFOLIPASE A2

1.4.1 CONSIDERACOES GERAIS

As fosfolipases A2 (PLA2) (E.C 3.1.1.4) sdo enzimas largamente distribuidas na
natureza, podendo ser encontradas em plantas, bactéria e tecidos animais tais como
coragdo, figado, baco e pulmao. Foram primeiramente descobertas no suco pancredtico e
em venenos de cobras e abelhas por volta dos anos 80 (Nevaleinen et al., 2008). Sao
proteinas relativamente pequenas, com massa molecular variando entre 13 e 25 kDa, e
estdo envolvidas em muitos processos celulares, tais como, crescimento celular,
diferenciac@o, imunorregulacio e processos inflamatérios (Kim et al., 2001).

A reacdo catalisada pela PLA2 (Figura 2) € dependente de cdlcio e proporciona a
liberacdo de acidos graxos e lisofosfolipidios. A hidrélise ocorre na posi¢ao sn-2 do glicerol
na interface lipidio/dgua, pois as enzimas atuam preferencialmente em substratos agregados
com micela, bicamadas ou lipoproteinas. (Dennis 1994; Kini e Chan, 1999, Burke e Dennis,
2009). In vivo a posicao sn-2 dos fosfolipidios freqiientemente contém &acidos graxos poli-
insaturados que quando liberados podem ser metabolizado em moléculas de eicosandides

(Burke e Dennis, 2009).
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Figura 2: Esquema da reagao catalisada pela PLA2. A esquerda o fosfolipidio e a direita o
lisofosfolipidio e o 4cido graxo (Burke & Dennis, 2009).



As PLA2 podem ser classificadas em cinco grupos principais: PLA2 secretoras
(sPLA2), PLA2 citosdlicas Ca2+—dependente (cPLA2), PLA2 citosdlicas Ca2+—independente
(iPLA2), PAF acetilhidrolases e PLA2 lisossomais (Burke e Dennis, 2009).

As cPLA2 ou grupo IV PLA2, sdo enzimas com alto peso molecular (85 kDa)
encontradas no citosol (Cummings et al., 2000). Sao caracterizadas por possuir um sitio
ativo de serina e 4cido aspdrtico, além da necessidade de Ca®* para atividade catalitica
(Burke e Dennis, 2009). As cPLA sao capazes de desorganizar a membrana em resposta a
um aumento na concentra¢do de célcio intracelular através de um dominio célcio-lipidio-
binding (CalLB) presente no interior da proteina. A cPLA2 é uma das poucas enzimas
especifica para fosfolipidios contendo dcido araquidonico na posi¢cao sn-2 (Dennis, 1994;
Chakraborti, 2003). O 4cido araquidonico € o precursor para a geracao de eicosandides e é
atribuido a cPLA o papel em doencas inflamatérias, ja que foi demonstrado em ratos
knockout, que a auséncia do gene da cPLA reduziu os efeitos de muitas doencas
inflamatérias (Burke e Dennis, 2009). A Figura 3 mostra um esquema da estrutura primaria

da cPLA (Chakraborti, 2003).
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Figura 3: Representacdo esquemadtica dos dominios funcionais da cPLA2. O dominio C2
na regido N-terminal medeia a ligagdo membrana Ca® - dependente. S 505 (Ser505) € o
sitio fosforilado pela MAP quinases. Os residuos cataliticos S 228 (Ser228) e D
(549)/(Asp549) também estao representados (Chakraborti, 2003).
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As enzimas iPLA2 fazem parte da familia GVI das fosfolipases A2 e sdo
caracterizadas por nao necessitarem de célcio para atividade catalitica. Como as cPLA, as
iPLA2 usam a serina no sitio ativo para catalisar a hidrolise da liga¢do sn-2, entretanto nao
apresentam especificidade pelo acido araquidonico na posi¢do sn-2. Dentre as funcdes
celulares dessas enzimas pode-se destacar a formacdo Ossea, apoptose e secre¢do de
insulina. (Burke e Dennis, 2009)

As PAF acetilhidrolases sdo da familia GVII das fosfolipases A2. Receberam esse
nome devido a habilidade de clivar o grupo acetil da posi¢do sn-2 de fatores de ativagao
plaquetario (PAF), porém a denominagdo € erronea ja que as PAF podem também
decompor lipidios oxidados na posicdo sn-2 até 9 carbonos ao longo da cadeia e ndo
somente PAF. O sitio ativo € composto por uma serina, histidina e dcido aspartico. Estudos

recentes identificaram regides na extremidade C-terminal da enzima que sdo importantes

para ligacdo de HDL e LDL (Burke e Dennis, 2009).

1.4.2 FOSFOLIPASES A2 SECRETORIAS

As PLA2 secretérias (SPLA2) foram o primeiro tipo de PLA2 descobertas. Sao
encontradas em diversas fontes tais como: venenos de cobras, escorpides, abelha,
componentes do suco pancredtico e em diversos tecidos de mamiferos (Burke e Dennis,
2009).

Sao divididas em 5 grupos I (IA, IB), II (ITA, 1IB, IIC, IID, IIE, IIF), III, V e X
dependendo da estrutura primdria caracterizada pelo nimero e posi¢do de residuos de
cisteina (Fonteh et al., 2000; Chakraborti, 2003). Dentre esses grupos os mais estudados sao

os grupos I, composto por PLA2 de pancreas de mamiferos e de veneno de serpentes
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pertencentes as familias Elapidae e Hydrofidae, grupo II, formado por PLA2 de venenos
pertencentes as familias Crotalidae e Viperidae e grupo III formado principalmente por
venenos de abelhas e lagartos (Dennis, 2000).

As sPLA2 constituem os principais componentes dos venenos das serpentes e tem
sido extensivamente investigados ndo sé devido sua vasta gama de efeitos bioldgicos, mas
também devido sua grande familiaridade com a estrutura e fungao catalitica das enzimas de
mamiferos (Soares e Giglio, 2003; Evangelista et al., 2008). Entretanto, em contraste com
as enzimas de mamiferos, apresentam toxicidade (Kini e Chan, 1999).

O principal papel das sPLA2 presente no veneno de cobra, assim como outras
proteinas, é contribuir para o processo de imobilizacdo e digestdo da presa. Isso ocorre
devido a habilidade dessa enzima em induzir vdrios efeitos farmacoldgicos tais como,
neurotoxicidade, cardiotoxicidade, miotoxicidade, atividade anticoagulante, indugdo de
edema e efeito hemorragico (Lambeau et al., 1996; Kini e Chan 1999).

Um tnico veneno de cobra apresenta multiplas formas de sPLA2. Essas isoenzimas
induzem diferentes efeitos bioldgicos. Uma andlise nos genes da sPLA2 mostrou que
mutacdes ocorrem mais em regides exons do que em regides introns. Assim, propde-se que
muitas das formas da PLA2 e sua capacidade farmacoldgica tém evoluido através de uma
duplicacdo génica e selecdo positiva (Kini e Chan, 1999).

As sPLA2 sao caracterizadas pelo baixo peso molecular (13-15 kDa), uma a-hélice
1 amino terminal anfipdtica (residuos 2-13), um loop para ligacdo com Ca®*, duas a-hélices
2 e 3 antiparalelas (residuo 40-53 e 90-108), dois filamentos pequenos de folhas-f3

antiparalelas, a asa-f (residuo 75-84), loop carboxi terminal (residuos 109-133) e 6 ligacdes
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dissulfeto podendo haver uma ou duas variacdes que auxiliam na estabilidade da enzima

(Murakami e Kudo, 2002) (Figura 4).
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Figura 4: Estrutura secunddria do mondmero de PLA2. Predi¢do in silico realizada pelo
programa Pymol (Delano 2002)

As sPLA2 botrépicas ou crotdlicas, que formam os grupos mais estudados, sdo
proteinas de massa molecular em torno de 15kDa com 120 residuos de aminodcidos e pl
entre 7,8 a 8,5; sdo, portanto, proteinas bdsicas que em geral apresentam a formacgdo de
dimeros (Toyama et al., 1995; Toyama et al., 1998; Toyama et al., 2000).

A catdlise da sPLA2 secretéria € andloga ao mecanismo de acdo das serino
proteases envolvendo as cadeias laterais dos residuos de Asp-99, His-48 e uma molécula de
agua (Scott & Sigler, 1994). No mecanismo de catdlise proposto, (Figura 5) um préton na
posicdo 3 do anel imidazdlico da His-48 estd envolvido em uma forte interacdo com o

grupo carboxilico da Asp-99, impedindo que ocorra uma rotacdo no anel imidazélico,
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deixando o nitrogénio da posi¢ao 1 deste anel na posicdo espacial propria para um ataque

na molécula de 4gua. Esse ataque promove a liberacdo de uma hidroxila devido a

transferéncia de um préton da molécula de dgua para o nitrogénio na posicdo 1 do anel da

His-48, enquanto o préton na posicao 3 do anel € transferido para o Asp- 99 devido a uma

mudanca de cargas na molécula. A hidroxila formada promove entdo um ataque

nucleofilico ao carbono do grupo éster do substrato, formando um intermedidrio. Em

seguida o oxigénio do grupo éster ataca o proton da posi¢do 1 do anel imidazdlico para

formacgao de um alcool de lisofosfolipidio e a dupla ligacdo entre o carbono e o oxigénio do

z

grupo éster € refeita ocorrendo entdo a hidrélise da unido acil-€ster na posi¢do sn-2 e

liberando os dois produtos formados: um fosfolipidio e um 4cido graxo (Verheij et al.,

1980).
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Figura 5: Esquema do mecanismo catalitico proposto para as SPLA2. (Verheij et al., 1980,

modificado).
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O sitio para unido do célcio, importante para a catédlise, apresenta um cation ligado
pelo oxigénio do grupo carbdnico dos residuos Tyr-28, Gly-30, Gly-32 e por oxigénio da
cadeia lateral do residuo Asp-49. No mecanismo de catélise, o cdlcio tem dupla fungdo:
fixar o fosfato e estabilizar a carga negativa do oxigénio do grupo carbdnico da ligacao
éster na posi¢do sn-2 do substrato (Yang, 1994).

Alguns residuos que compdem o sitio catalitico, tais como His48, Try52 e Asp99 sdo
mantidos em miotoxinas de Bothrops, entretanto, uma importante modificacdo pode ocorrer
no sitio de ligacdo de Ca**, uma substituicdo do dcido aspdrtico por uma lisina na posi¢io
49 (Lys49-PLA2) (Soares et al., 2004).

A primeira Lys49-PLA2 foi primeiramente reportada em veneno de Agkistrodon p.
piscivorusb e Bothrops atrox em 1984 (Maraganore et al., 1984). A principio foi atribuida
uma pequena atividade de PLLA2 a proteina, mas apds estudos de recombinacido com Lys49
foi provado que essa mutacdo leva a perda da atividade catalitica (Lomonte 2009).
Entretanto, atividades farmacoldgicas tais como formacdo de edema e miotoxina foram
observadas (Mora et al., 2005). Stdbeli e colaboradores (2006) mostraram que uma
miotoxina — Lys49 de Bothrops moojeni é capaz de induz mionecrose em fibras
musculares, formacao de edema e bloqueio na jun¢ao neuromuscular. Resultados similares
foram observados para uma Lys49-PLA2 isolada do veneno do Bothrops alternatus
(Ponce-Soto et al., 2007).

Em 1998, Ward e colaboradores propuseram através de cristalografia um modelo para
a ligagdo do fon Ca** nas Asp49-PLA2 e Lys49-PLA2. De acordo com o modelo o 4tomo
Ne da Lys49 (Figura 6b) ocupa exatamente a posicdo ocupada pelo ion Ca** na PLA2

cataliticamente ativa (Figura 6a). A posi¢do dos outros residuos envolvidos na atividade
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catalitica é conservada na Lys49-PLLA2 sugerindo que o dtomo Ne causa um efeito estérico

dificultando e em alguns casos impedindo a ligacdo com o co-fator Ca’*.

cH e

(a) (b)

Figura 6: Esquema mostrando o envolvimento dos residuos 27-33 e 49 que compreende a
regido de ligagdo com calcio das PLA2s. (a) Regido com Asp-49 de Naja naja atra
ilustrando a coordenacdo bipiramide pentagonal do ion cdlcio. (b) mesma regido, porém
com Lys-49 da Bothrops pirajai onde o dtomo Ne da cadeia lateral da lisina ocupa a
posicdo do célcio formando ligacdo de hidrogénio (Ward et al., 1998).

Devido o envolvimento do grupo II das sPLA no processo inflamatério, iniciaram-se
pesquisas para desenvolver agentes farmacoldgicos capazes de inibir a atividade desta
enzima e conseqiientemente controlar os estados inflamatérios (Gil et al., 1997). Desta

forma, uma série de inibidores sintéticos e naturais vem sendo estudados para esse fim.

1.5 - INIBIDORES DE FOSFOLIPASES A2

No Brasil, o envenenamento causado por picadas de serpentes requer um tratamento
médico e emergente, ja que o Unico tratamento cientifico validado € o uso da soroterapia.
Embora esse método apresente bons resultados, algumas desvantagens ainda estdo

presentes, tais como: 1) limitacdo ou falta de acesso em zonas rurais de paises
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desenvolvidos onde grande parte dos acidentes ocorre; 2) variacdes significativas na
composi¢do do veneno e reacdo antigénica devido a diversidade geogréafica e taxondmica;
3) efeito limitado da soroterapia na prote¢do contra danos rapidos e locais (Soares et al.,
2005). Buscando suprir as desvantagens ainda presentes no soro antiofidico, uma série de
estudos visando possiveis inibidores para PLA2 vem sendo desenvolvidos, dentre eles
moléculas sintéticas e naturais tanto de origem animal como vegetal (Borges et al., 2001)

A heparina de baixo peso molecular, um polissacarideo anidnico natural mostrou-se
eficiente na inibi¢do parcial das atividades miotdxica, citotoxica e edematogénica induzidas
pela miotoxina de Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi e bloqueou totalmente o efeito
neurotoxico induzido pela dltima (Soares et al., 2001; Stabeli et al., 2006). Outro inibidor
de PLA2 bastante estudado é o brometo de p-bromofenacila (pBPB).

Nas ultimas décadas muitos estudos vém sendo realizados com PLA2 quimicamente
modificada com pBPB para melhor entender a relacdo estrutura-funcdo, ji que esse
composto se liga na His-48 da proteina (Zhao et al., 1998; Andrido-Escarco et al., 2000).
His-48 € um residuo altamente conservado em PLA2s devido sua importancia no
mecanismo catalitico da proteina. Alquilacdo nesse residuo resulta em uma inibi¢do na
atividade catalitica da PLA2, além de modificagcdes nas atividades farmacolégicas (Marchi-
Salvador et al., 2009). Andrido-Escarso e colaboradores (2000) mostraram que apoés
tratamento quimico com pBPB, bothropstoxinas de Bothrops jararacussu  tiveram
diminui¢des significativas nas atividades miotoxicas, citotéxicas e edematogénica, além de
abolir quase completamente a atividade catalitica. As mesmas alteracdes farmacoldgicas
foram observadas em Lys49-PLA2 de B. asper e B. pirajai ap6s tratamento quimico com

pBPB (Diaz et al., 1993; Toyama et al., 1998), sugerindo que miotoxinas Lys49 e Asp49
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podem romper bicamadas fosfolipidicas independentemente de sua acdo catalitica (Soares e
Giglio, 2003).

Além desses inibidores, muitas substancias extraidas de plantas tém demonstrado acdo
antiofidica, mostrando que essas biomoléculas sdo capazes de inibir total ou parcialmente
diversas acdes sistémicas e/ou locais causadas pelo envenenamento. Desta forma, o nimero
de estudos com objetivo de isolar esses compostos vem aumento nos ultimos anos (Mors et

al., 2000; Samy et al., 2008), com grande destaque aos metabolitos especias de plantas.

1.5.1- METABOLITOS ESPECIAIS DE PLANTAS

Metabolitos especiais de plantas sdo grupos de diversas moléculas que estdo
envolvidas na adaptacdo da planta com o meio, e fazem parte dos processos bioquimicos,
do crescimento celular e da reprodugdo. Existem em torno de 24.000 estruturas, incluindo
muitos compostos que possuem efeitos toxicos e antinutricionais em mamiferos. Os
metabdlitos especiais de plantas sdo classificados de acordo com suas vias biossintéticas.
Trés familias de moléculas sd@o geralmente consideradas: fendlicos, terpenos, esterdides e
alcaldides (Bourgaud, et al., 2001). Dentre eles, encontram se em plantas inibidores de
proteases tais como, lectinas, alcaldides, saponinas e taninos. Estes compostos estio
envolvidos na defesa contra herbivoros e patdgenos, regulacdo de simbiose, controle de
sementes germinativas e inibicdo quimica de algumas espécies de plantas competidoras
(alopatia) (Makkar et al., 2007).

Devido a grande diversidade de efeitos, dentre eles efeitos antioxidantes, antiviral,

antibacterianos, antifingicos e anticancer, o interesse nesses metabdlitos de plantas tém
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aumentado nos ultimos anos nas industrias para producdo de farmacos e cosméticos

(Bourgaud et al., 2001; Makkar et al., 2007).

1.5.1.1- Flavonoides

Flavonédides sdo substincias naturais encontradas abundantemente na natureza, sao
formados em plantas a partir da fenilalanina, tirosina e malonato. A estrutura basica de um
flavondide € um nucleo flavan que consiste em 15 dtomos de carbono arranjado em trés
anéis (C6-C3-C6) (Figura 7). As vdrias classes dos flavondides diferem no nivel de
oxidac¢do e padrdo de substituicdo no anel C, enquanto outros no padrio de substitui¢do dos

anéis A e B (Di Carlo et al., 1999; Pietta, 2000)

Figura 7: Estrutura quimica do flavondide (Pietta, 1999).

Os flavondides participam de importantes fungdes no crescimento, desenvolvimento e
na defesa dos vegetais contra o ataque de patégenos e suas principais fontes envolvem
frutos (uvas, cerejas, macd, groselhas, frutas citricas entre outros) e hortalicas (pimenta,
tomate, espinafre, dentre outros). Sdo subdivididos nas principais classes: flavonas,
flavondis, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas,

proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonéides (Dornas et al., 2008).
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Os flavonéides também s@o conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias. Devido essas caracteristicas sdo largamente usados em cosméticos e na
inddstria farmacéutica (Kim et al., 2001). A capacidade antioxidante desses compostos &
determinada por sua estrutura, em particular por hidroxilas que podem doar elétrons e
suportar a deslocalizacdo em torno do sistema aromadtico. Outro determinante estrutural
importante para a capacidade antioxidante dos flavonéides é atribuido as hidroxilas em C4
e C3, que podem atuar aumentando o potencial antioxidante (Dornas et al., 2008), e, além
disso, estudos indicam que agliconas, incluindo quercetina, luteolina, miricetina e canferol
téem grande capacidade antioxidante, maior que de flavondides conjugados, como a
quercetina-3-glicosidica, quercetina e rutina (Noroozi et al., 1998).

Um nimero de flavondides possui atividade antiinflamatéria e alguns deles podem
agir como fracos inibidores de PLA2 (Gil et al., 1997).

A relagdo das sPLA2 em processos inflamatérios aumentou o interesse por
substancias farmacologicamente ativas que conseguem inibir a atividade da toxina. Em
particular, a ocorréncia de vérios tipos de sPLA2 atraiu a atenc¢do para a importancia de se
descobrir inibidores seletivos e especificos para os diferentes tipos da enzima.
Recentemente foi descoberto (Gil et al., 1994; Lindahl e Tageson, 1993) que varios
flavonoides inibem seletivamente a sPLA2-II e conseqiientemente podem ser utilizados
para discriminar entre diferentes tipos de SPLA2 em materiais biolégicos.

As descobertas indicam também que os grupos hidroxilas nas posi¢des 3’ ¢ 4’ do anel
B e 6 e 7 do anel C possuem papel importante nos mecanismos de inibicdo seletiva da

sPLA2-II. Dessa forma, pode-se assumir que os diferentes flavondides possuem
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mecanismos de inibi¢do diferentes para cada grupo de sPLA2. Em estudos realizados por
Kim (2001) descobriu-se que os flavondides também interagem com as cPLA?2.

A quercetina (3,3’,4’,5,7— pentahidroxiflavona (Figura 8) ¢ um dos mais comuns
compostos fendlicos encontrados em plantas, e estd muito presente na alimenta¢do humana,
sendo encontrada em muitas frutas, vegetais, chds e vinhos (Bjeldanes e Chang, 1977;
Yang et al., 2000). Esse flavondide apresenta uma série de efeitos sob células. Como
antioxidante previne a oxidacdo de lipoproteinas com baixa densidade, apresenta efeitos
antitumorais em células de animais in vitro e possui também efeitos antiinflamatério
regulando a liberacdo de 6xido nitrico e TNF-a (Manach et al., 1998; Tang et al., 2009).

Devido essas propriedades da quercetina, esse flavonéide foi escolhido para avaliar o

seu efeito sob a atividade catalitica e farmacoldgicas de SPLA2.

Figura 8: Estrutura da quimica da quercetina (Ishii et al., 2003).

1.5.1.2- Saponinas e Sapogeninas esteriodal

Saponinas (do latim sapon = sabdo) a um grupo de glicoconjugados que se dissolvem
na 4dgua e diminuem sua tensio superficial de modo que, ao se agitar suas solugdes, forma-

se uma espuma abundante e relativamente estdvel. Sdo largamentes encontradas no reino

21



vegetal e em alguns animais marinhos como peixe estrela e pepino do mar (Giiglii-
Ustiindag e Mazza, 2007).

A estrutura das saponinas (Figura 9) consiste em uma porg¢ao oligossacaridea formada
por carboidratos como glicose, galactose, N-acetilglucosamina, dcido glicurdnico, xilose,
ramnose ou metilpentose ligada a uma por¢ao aglicona (ndo-acucar), insolivel em dgua,
chamada genericamente de sapogenina e quando esta possui um esqueleto esteroidal, ela é
chamada de sapogenina esteroidal. Portanto, sapogenina € a por¢ao nao-polar de uma
saponina. O oligossacarideo nas saponinas estd ligado normalmente na posi¢do C-3, mas
muitos o apresentam ligado no C - 6, 7, 15, 16, 24, e 26. A porc¢ao sacaridea pode ser linear

ou ramificada, contendo de 2 a 5 residuos monossacarideos (Williams e Gong, 2007).

Oligossacarideo F e
Saponina + '“““-T"'-"‘--,._\/\

Sapogenina
/[ ------- {}
- j/ Sapogenina

Oligossacarideo | yo Porc3o apolar
Porcao polar

Figura 9: Estrutura quimica de uma saponina esteroidal (Giiclii-Ustiindag e Mazza, 2007 -
modificado).

Por muitos anos as sapogeninas esteroidais tem sido utilizadas na industria
farmaceéutica para a sintese de hormodnios adrenocorticéides, andlogos da vitamnina D e de
drogas com acdo anti-inflamatdrias (Pérez-Dias, 2010). Dentre as sapogeninas esteroidais,

as mais conhecidas sdo: diosgenina e hecogenina.
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A diosgenina, encontradas em raizes de inhame selvagem, é comumente usada como
um ingrediente na preparagdo de muitas drogas esteroidais, hormonios sexuais e pilulas
anticoncepcionais orais fornecendo cerca de 50% do material bruto para a producdo de
cortisona, progesterona e muitos outros hormonios esteroidais (Narula et al., 2007)

Os efeitos antiinflamatérios e estrogénicos da diosgenina foram previamente
hipotetizados devido a similaridade estrutural da molécula ao estrogénio. A diosgenina
mostrou ser Gtil para a manutencdo de niveis saudédveis de colesterol no sangue e impediu
significantemente a perda dssea na mesma extensao que o estrogénio, indicando que ela
pode ser utilizada para reduzir a progressdo da osteoporose (Yen et al., 2005). Outra
possivel aplicagcao da diosgenina € no tratamento de tumores ja que ela € uma forte indutora
de apoptose das células cancerosas (Corbere et al., 2004).

A hecogenina (CRO1) (Figura 10) é uma sapogenina extraida de Agave sp, uma planta
nativa do México encontrada no sul dos Estados Unidos e na América Latina (Ghoghari e
Rajani, 2006). Embora de forma menos acentuada que a diosgenina, essa sapogenina
também apresenta propriedades antiproliferativas e pré-apoptéticas em determinados tipos
de linhagens de células cancerosas (Corbiere et al., 2003; Trouillas et al., 2005).

A hecogenina é um dos mais importantes precursores para a sintese de hormonios
adrenocorticéides, dentre eles, cortisol, prednisolona, predisona, dexametasona e
betametasona (Ghoghari e Rajani, 2006). Até o momento, na literaruta ndo se encontra

nehuma informagao envolvendo o uso de sapogeninas como inibidores de PLAZ2s.
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Hecogenin

Figura 10: Estrutura quimica da hecogenina — CRO1 (Ghoghari e Rajani, 2006)
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2 — OBJETIVOS

2.1 Gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de da quercetina e hecogenina

sob as atividades enzimatica e farmacoldgicas de sPLA2 purificadas do veneno de Crotalus

durissus terrificus € Bothrops pirajai.

2.2 — Especificos

Isolar e caracterizar bioquimicamente sPLA2 do veneno de duas serpentes.
Pré-incubar as sPLA2 com os seguintes compostos: quercetina e hecogenina
(CRO1).

Analisar o efeito da sSPLA?2 nativa e SPLA2 modificada quimicamente através
de: dicroismo circular; fluorescéncia intrinseca; espectrometria de massas;
atividade enzimadtica; atividade edematogénica; atividade miotdxica.

Avaliar modificacdes nas atividades de formagdo de edema e miotdxica da
sPLA2 na condi¢do de co-incubacdo com trés concentragdes diferentes dos
inibidores.

Estudo de docking para investigar possiveis mecanismos de acdo da

quercetina sobre acdo da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais:

Os animais utilizados nos ensaios farmacoldgicos foram camundongos Swiss fémeas
(18-20g) a partir de quatro semanas, adquiridos junto ao Centro Multidisciplinar de
Investigacdo Bioldgica (CEMIB-UNICAMP). Todos os experimentos foram aprovados

pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Campinas, sob o niimero 1916-1.

3.2 Reagentes, Materiais:

Os venenos foram adquiridos junto ao CETA (Centro de Extracdo de Toxinas
Animais, Morungaba, Sdao Paulo), Bio-Agents Serpentarium (Batatais, Sao Paulo, Brazil) e
do Instituto Butantd. Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados neste
projeto foram de grau HPLC, grau seqiiéncia ou de alto grau de pureza, obtidos dos
laboratérios Sigma, Aldrich Chemicals, Merck, Cristélia e Bio Rad. Hecogenina (CRO1) foi
adquirida junto ao Laboratério de Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas da

Universidade Federal do Ceara, Fortaleza.

3.3 Purificacdo do veneno de Crotalus durissus terrificus e Bothrops pirajai
3.3.1 Purificacdo da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus:

Para purificacdo da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus partiram-se de 10,0 mg de
veneno bruto solubilizados em 200 uL. de uma solugdo de bicarbonato de amoénio (AMBIC)
1,0 M. A solucdo foi centrifugada e o sobrenadante injetado na coluna de fase reversa

acoplada a um sistema de HPLC de acordo com as seguintes condicoes:
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= Solucdes: A- Agua + TFA 0,1%
B- 66,6% de ACN em solvente A

= Gradiente: 0 — 05 min: 0% B
05 —16 min: 40% B
16 — 46 min: 60% B
46 — 47 min: 100%B

* Coluna: C5 (25c¢cm x 10mm, 10um Supelco)
*  Fluxo: 1,0 mL/min.

= Comprimento de Onda: 280 nm.

3.3.2 Purificacao por troca ionica da sPLLA2 de Bothrops pirajai:
A purificacdo da sPLA2 de Bothrops pirajai teve como objetivo a separagao da PLA2

bdsica e a obtencdo de uma mistura proteica com carater acido. Para isso foi utilizada uma
coluna catidonica CM-5PW acoplada a um sistema de HPLC com troca idnica previamente
equilibrada com solvente A. Partiram-se de 10,0 mg de veneno bruto solubilizados em 200
puL solucdo A, a solucdo de veneno foi centrifugada e o sobrenadante aplicado no sistema.
A fragdo 4cida, eluida no inicio da corrida, foi coletada separadamente das outras fracoes.
As condig¢des utilizadas para a purificacao estdo a seguir:

*  Solugoes: A-0,05M de AMBIC
B- 1,0M de AMBIC

=  QGradiente: 0 — 10 min: 0% B
10— 11 min: 20% B
11 — 40 min: 100% B

* Coluna: TSKgel CM-5PW (7,5mm ID x 7,5cm L Tosoh Bioscience)
=  Fluxo: 1,0 mL/min.

* Comprimento de Onda: 280nm.

27



3.3.3 Purificacao por fase reversa da sPLLA2 de Bothrops pirajai:
Para purificacdo da sPLA2 de Bothrops pirajai partiu-se de 10,0 mg do veneno

resultante da purificacdo por troca i6nica. O veneno foi solubilizado em 200 uL de uma
solucdo de bicarbonato de amonio (AMBIC) 1,0 M, centrifugado e o sobrenadante injetado
em uma coluna de fase reversa previamente equilibrada com solucdo A acoplada a um

sistema de HPLC de acordo com as seguintes condi¢des:

= Solucdes: A- Agua + TFA 0,1%
B- 66,6% de ACN em solvente A

=  QGradiente: 0 —02 min: 0% B
02 — 05 min: 20% B
05 — 30 min: 100% B

*  Coluna: C5 (25cm x 10mm, 10um Supelco)
=  Fluxo: 1,0 mL/min.

= Comprimento de Onda: 280 nm.

3.3.4 Tratamento quimico das sPLA2 com quercetina e hecogenina :

O tratamento quimico das sPLA2 de Crotalus durissus terrificus e de Bothrops
pirajai foi realizado de acordo com o método de Zhao et al., (1998). Desta forma 400uL de
uma solu¢do de sPLA2 de 3 mg/mL foi misturado com 3,6 uL. de uma solu¢cdo de EDTA
0,9 mM. Um volume de 400 uL. de uma solu¢do de 0,1 mM dos compostos (quercetina ou
sapogenina) em dimetil-sulféxido (DMSO) também foi adicionado. A mistura reacional foi
mantida a temperatura ambiente por 90 minutos e o precipitado formado foi removido por
centrifugacdo. O sobrenadante foi injetado em uma coluna C5 (S5cm x 10mm, 10um
Supelco) acoplada a um sistema de HPLC, com os seguintes solventes: Agua com 0,1% de
TFA (Solvente A) e 66,6% de ACN em solvente A (solvente B). Os sais e outros

contaminantes foram eluidos no inicio da corrida com 0% de solvente B.
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3.4 Caracterizacao Bioquimica
3.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com o manual técnico
de eletroforese de proteina da Amershan Bioscience. O gel de corrida (running gel) de
12,5% foi preparado utilizando uma solucdo stock de poliacrilamida, tampao Tris-HCl
1,0M pH 8,8, solu¢do de 20% de SDS, solu¢do de persulfato de amonio de 10% e TEMED.
O stacking gel de 5% foi preparado usando os mesmo reagentes, porém usou-se tampao
Tris-HCI 0,5M pH 6,8.

A corrida de eletroforese foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE 250
Migthy Small (Hoefer Scientific Instruments) com uma voltagem constante de 60 V para o
Stacking gel e 90 V para o running gel. As amostras foram dissolvidas em tampao de
amostra (Tris-HCI, 0,075M, pH 6.8; 10% de glicerol; 4% de SDS e 0,001% de azul de
bromofenol) e aquecidas a uma temperatura de 100°C por 5 minutos em banho maria. Apds
a corrida, os géis foram corados com solu¢do de Comassie Blue R250 0,1%, dgua: metanol:
acido acético glacial (5:5:2) a 37°C e o excesso de corante foi removido com dgua: metanol:

acido acético glacial (5:5:2 v/v).

3.5 Analises espectroscopicas
3.5.1 Atividade Enzimatica das sPLA2:

A atividade enzimdtica de sPLA2 ¢ avaliada usando o dcido 4-nitro-3-(octanoyloxy)
benzdico — 4N30BA, um substrato cromogénico. O primeiro relato desse substrato foi por
Cho e Kezdy em 1991 e desde entdo vem sendo usado para avaliar a atividade de PLA2 de

serpentes e de soro humano (Petrovic et al., 2001).
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A reacdo de PLA2 com 4N3OBA (Figura 11) é caracterizada pela hidrolise da ligacdo
éster do substrato pela PLA2 levando a conversdo do croméforo dcido 4-Nitro-3-hidroxi

benzdico, que pode ser medido no comprimento de onda de 425nm (Petrovic et al., 2001).

o oy OH
Phospholipase A,
2 — + ok
OH HO=C—(CH,)¢CH
o;c\—lcuzjﬁt:H._, (CHy)gCH3
NO2 H,0 NUQ
' Amax = 425nm

Figura 11: Estrutura do substrato de PLA2, 4dcido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzdico e do
cromoforo 4-Nitro-3hidroxi benzédico (Petrovic et al., 2001).

Os ensaios enzimdticos das sPLA2 nativa, das sPLA2 incubadas previamente com os
compostos quimicos e das SPLA2 co-incubadas foram realizados de acordo com o método
de Holzer & Mackessy (1996) adaptado para placa de ELISA. Desta forma foi adicionado
em cada poc¢o 200 pL de tampao (Tris-HCI1 0,01M; CaCl, 0,01M; NaCl 0,1M pH 7.,8), 40
puL de substrato NOBA, (4-nitro-3octanoyloxy-benzéico) na concentragdo de 1,0mg/mL em
acetonitrila e 20 uLL de amostra com concentra¢do de 1mg/mL. A leitura dos pocos foi feita
a 425 nm em um leitor de placa de multicanal (Spectramax 340) em intervalos de 5 minutos
durante 40 minutos com a temperatura constante de 37°C. Para as amostras co-incubadas, a

concentracdo dos compostos polifendlicos variou entre Spug a 90 pg.

3.5.2 Dicroismo circular (CD)

Dicroismo circular é uma técnica espectroscOpica largamente utilizada para avaliar

conformacdo e estabilidade de proteinas em diferentes condi¢des, como temperatura, forca
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ionica e presenca de solutos ou moléculas pequenas. Dentre as vantagens acopladas a essa
técnica pode-se destacar a necessidade de baixas concentragdes de amostras (1-10 mg/mL),
além de ser uma técnica ndo destrutiva e relativamente facil de operar (Corréa e Ramos,
2009).

As proteinas de um modo geral apresentam regides com arranjos helicoidais
intercaladas com regides menos estruturadas na constituicdo de sua estrutura secunddria.
Para uma molécula apresentar bandas de CD, deve apresentar quiralidade local ou global
(Mulkerrin, 1996). A quiralidade da molécula pode ser estudada por dois métodos. Um € a
polarimetria, no qual a amostra € analisada por uma luz monocromadtica polarizada
linearmente. Amostras opticamente ativas giram o plano da luz e o angulo formado na
rotacdo (em miligraus) € medido. O segundo € o dicroismo circular no qual uma luz
polarizada tanto a esquerda quanto a direita passa através da amostra e a diferenca de
absor¢do dos componentes da esquerda e da direita sio medidos (AA = Ag — Ap). Uma
amostra opticamente ativa vai absorver diferentemente a luz polarizada circularmente para
a esquerda e para a direita obedecerd a lei de Lambert-beer (Corréa e Ramos, 2009).

Para proteinas, os resultados de CD sdo apresentados normalmente na forma de

elipticidade molar por residuo [0] (deg.cm®.dmol™). Esse valor é obtido a partir da seguinte

relacdo:

& 100 =« M

[#]=
C == n

Em que 6 € o valor da elipticidade obtido descontando o valor do tampao; 100 é um

fator de conversdo; M massa molar da proteina (kDa); C concentragdo da proteina
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(mg/mL), [ caminho 6ptico da cubeta (cm) e n nimero de residuos de aminodcidos (Kelly e
Price, 2000; Corréa e Ramos, 2009).

Espectros de CD de proteinas sdo assimétricos devido as ligagdes peptidicas e
moléculas sem um plano de simetria apresentam fendmeno de dicroismo circular. O
cromo6foro amida da ligacdo peptidica aparece em grandes quantidades no espectro de CD
abaixo de 250 nm. Grupos amidas possuem duas transicoes eletronicas de baixa energia que
sdo caracterizadas com transi¢ao n—1w e Ty — n mostrando dicrofsmo circular em 215-
230 nm e 185-200 nm respectivamente. A transicao n—n é eletricamente proibida, mas
magneticamente permitida, sendo responsdvel pela banda negativa em 222 nm
caracteristica do espectro de a-hélice e pela banda negativa 216-218 nm caracteristica do
espectro de folha-p. A transi¢do my — 7 é responsdvel pela banda positiva em 190 nm e
pela banda negativa em 208 nm caracteristica do espectro a-hélice e pela banda positiva em
198 nm, caracteristica do espectro de folha-p (Corréa e Ramos, 2009).

sPLA2 pura e sSPLA2 tratadas com os compostos foram solubilizadas em dgua e a
concentracao final da proteina foi ajustada para 15uM. As amostras foram transferidas para
uma cubeta de quartzo de 0,Icm. O espectro de dicroismo circular foi medido no intervalo
de comprimento de onda de 195-296 nm em um J-715 espectropolaroide (Jasco Corp.,
Japan) com fenda de 1 nm e um tempo de resposta de 4 s. A coleta de dados foi realizada a
temperatura de 20°C, com velocidade de scan de 50 nm/min. Vinte scans foram obtidos

para cada amostra e todos os espectros foram corrigidos pela subtracdo do tampao branco.
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3.5.3 Estudos de estabilidade térmica

A espectroscopia de dicroismo circular também € largamente usada para verificar
estabilidade proteica através de condicdes desnaturantes tais como alteragdes na
temperatura, adicdo de quimicos com a uréia e guanidina e mudangas no pH. Esse processo
ocorre porque o desnaturante diminui a estabilidade da proteina e essa conseqiientemente
comega a desenovelar perdendo sua estrutura. Esse processo € facilmente visivel ja que o
espectro de randon-coil é bem diferente dos espectros da proteina enovelada (Figura 12)
(Corréa e Ramos, 2009).
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Figura 12: Perfil dos espectros de CD para a-hélices, folhas-f e estrutura randon coil
(Nottingham University).

A desnaturacdo da proteina pode ser determinada escolhendo um comprimento de
onda especifico em que hd diferenca no sinal da proteina enovelada e desenovelada. Para
proteinas com presenca de o-hélice um bom comprimento de onda é de 222 nm, ja que
nessa condicao a proteina possui um alto sinal de CD e quase nenhum quando a proteina

esta desenovelada (Corréa e Ramos, 2009).
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Andlises de estabilidade para verificar alteragdes na estrutura secunddria pelo sinal de
CD em fun¢do do aumento da temperatura, foram realizadas com a sPLA2 nativa e as
sPLA2 tratadas quimicamente. Assim, amostras das proteinas com concentragdao de 15uM
foram aquecidas de 20°C a 90°C, com velocidade de 1°C por minuto, com comprimento de
onda constante de 222 nm. O equipamento usado foi um espectropolaroide J-715 Jasco.

Ao final as amostras foram resfriadas a temperatura de 20°C e um novo scan de

dicroismo foi realizado.

3.5.4 Fluorescéncia Intrinseca

A espectroscopia de fluorescéncia € uma das principais técnicas atualmente
empregada em estudos com proteinas e peptideos, especificamente em andlises estruturais,
conformacionais e de interacdes com outros tipos de estruturas moleculares (D Auria,
2003). Essa técnica baseia-se na propriedade de certos grupos quimicos, denominados
croméforos, de absorver e emitir radiacdo eletromagnética (Vivian e Callis, 2001). Um
grupo cromoéforo absorve radiagdo eletromagnética através de um processo mecanico e
quantico, onde o mesmo € transformado de um estado fundamental para um estado
excitado. A energia proveniente do féton de luz absorvido corresponde a diferenca de
energia entre esses dois estados. A restituicdo de uma fracdo desta energia absorvida, ou
seja, a emissdo de fdétons a partir do estado eletronicamente excitado denomina-se
luminescéncia, que pode ser dividido em dois tipos, fluorescéncia e fosforescéncia,
dependendo da natureza do estado fundamental e excitado (Lichtman e Conchello 2005). A
absor¢do e emissao de luz sdo bem ilustradas pelo diagrama de nivel de energia sugerido

por A. Jablonski em 1935. Os estados fundamentais, primeiro e segundo niveis, sdo
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descritos como SO, S1 e S2 respectivamente (Figura 13). Associado a cada estado
eletronico, estd uma série de estados vibracionais (0, 1, 2, etc.) que correspondem as
diferentes energias vibracionais das moléculas. A temperatura ambiente, a maioria das
moléculas permanece no nivel vibracional mais baixo do estado fundamental, ou seja, SO
0).

A absor¢do de um féton por uma molécula ocorre usualmente para um dos niveis
vibracionais do estado excitado denominado singlete de modo que o espectro de absor¢ao
molecular representa a diferenca de energia entre o estado fundamental (SO) e os diversos

niveis vibracionais dos estados excitados singlete.
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Figura 13: Diagrama de Jablonski (hva € a energia de absor¢do ou excitacdo, hvg € a
energia de fluorescéncia e hvp € a energia de fosforescéncia) (Lakowics, 1999-modificado).

Na fluorescéncia, o retorno dos elétrons para um dos varios niveis de energia

vibracional ou rotacional de SO, ocorre pela emissdo de um féton de luz, o qual corresponde
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a diferenca de energia entre S1 (0) e um nivel vibracional particular de SO (transi¢ao 4 —
Figura 13). Assim, da mesma maneira que a absorcdo de luz ocorre entre o estado
vibracional inferior de SO [S0(0)] e um dos diversos niveis vibracionais de S1, o processo
de fluorescéncia ocorre a partir do S1(0) para qualquer um dos niveis vibracionais de SO.
Neste caso, haverd um espectro de energia de fluorescéncia destes fétons, o qual é medido e
representado por um espectrofotometro de fluorescéncia.

A fluorescéncia intrinseca de proteinas é devido aos aminodcidos aromadticos tais
como triptofano, tirosina e fenilalanina. O triptofano possui um anel inddlico que ¢é
responsavel pela absorcdo UV e emissdao de proteinas. Tirosina possui caracteristicas
similares ao triptofano, entretanto, seu espectro de emissao € estreitamente mais distribuido
na escala do comprimento de onda. Emissdes de fenilalanina sdo observadas somente
quando a proteina ndo possui triptofano e tirosina (Lakowicz, 1999).

A emissdo do triptofano é altamente sensivel ao meio em que se encontra a proteina, e
devido a isso € muito utilizado como um grupo repérter para mudancas conformacionais
das proteinas. Espectros de emissdo de proteinas t€ém mostrado vérios fendmenos, tais
como: ligacdo de ligantes, associagdo proteina-proteina e desenovelamento protéico
(Lakowics, 1999).

A intensidade de fluorescéncia de sPLA2 nativa e SPLA2 tratada quimicamente com
os compostos foi monitorada com um Varian Cary Eclipse. As proteinas foram
solubilizadas em dgua e as medidas foram realizadas usando uma cubeta de quartzo de 1cm
com temperatura constante de 37°C. Para analisar a fluorescéncia de residuos com o
triptofano e tirosina, as amostras foram excitadas com comprimento de onda de 280 nm e a

emissao foi medida em um intervalo de 300 a 450nm.
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3.5.5 Espectrometria de massa

Uma das técnicas mais poderosas disponivel em um laboratério de andlise é a
espectrometria de massas. Essa técnica permite a identificagdo de compostos pela formagao
de fons e com separacdo e detec¢do baseada na relacdo massa/carga (m/z) (Kicman et al.,
2007).

O uso da espectrometria de massa para biomoléculas como proteinas e peptideos
iniciou-se na década de 90 com a chegada de duas técnicas de ionizagdo: eletrospray e
ionizacdo por dessorcdo a laser induzida por matriz (MALDI). Ambas as técnicas
possibilitam que as amostras sejam brandamente ionizadas permitindo que as moléculas
permanecam relativamente intactas durante o processo de ionizac¢do (Kicman et al., 2007).

A ionizacdo por eletrospray pode ser feita no modo positivo ou negativo. No modo
positivo a amostra é acidificada formando moléculas protonadas e seus contra-ions.
Posteriormente, a solu¢cdo é nebulizada através de um tubo capilar onde se aplica uma alta
voltagem. Desse modo, os anions presentes na soluc¢do serdo neutralizados pelo capilar e as
gotas formadas pela nebulizacdo conterdo excesso de cargas positivas (moléculas
protonadas). O solvente presente nas goticulas € evaporado restando, assim, a molécula
protonada na fase gasosa. Para ioniza¢do no modo negativo, usam-se uma solucio bésica e
um potencial negativo no capilar para se produzir os ions negativos (Chaurand et al., 1999).

Na técnica de MALDI, a amostra € misturada com uma matriz (geralmente um &cido
organico aromadtico) formando uma “mistura sélida”. Um pulso de laser, com comprimento
de onda préximo do UV, incide sobre essa mistura e a energia do laser € absorvida pela
matriz, que tem o maximo de absor¢do perto do comprimento de onda do laser. Desse

modo, a matriz evapora e o analito que estava incluso na matriz, agora se encontra na fase
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gasosa altamente energética. A formacdo dos {fons (ionizagdo) ocorre através da
transferéncia de carga (ex: transferéncia de prétons) das moléculas da matriz para o
composto que fica na forma de MH+. Os fons formados recebem uma alta energia cinética
inicial (K) que os impulsiona para o analisador de massas Time-of-flight (TOF), onde sao
separados de acordo com o tempo de vdo, considerando a distdncia na qual o fon se
movimenta até atingir o detector. fons mais leves chegam mais rapidamente no detector,
enquanto os fons mais pesados demoram mais tempo (Chaurand et al., 1999).

A massa molecular de sPLA2 e sPLA2 tratatada com quercetina (sPLA2:Q) de
Crotalus durissus terrificus foram determinadas usando a técnica de MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorption ionazation-time-of-fligth) em um Voyager-DE PRO MALDI-TOF
(Applied Biosystems). 1uL. de amostra com 0,1% de TFA foi misturado com 2 plL da
matriz dcido a-ciano-4-hidroxicindmico, 50% de acetonitrila. A matriz foi preparada com
30% de acetonitrila e 0,1% de TFA (v/v). Massas de fons foram determinadas com voltage
de aceleracao de 25 kV, e o laser operado a 2890 pJ/com2, com 300ns de atraso € no modo

linear.

3.6 Atividades Bioldgicas
3.6.1 Edema de Pata — inflamacao

O ensaio farmacolégico de edema de pata foi realizado em camundongos fémeas
Swiss (18-20g) (n=5). Para avaliar a inducdo do edema, foram testadas sPLA2 em trés
situacdoes diferentes: 1) sPLA2 pura (lug/luL); 2) sPLA2 tratada previamente com
quercetina e hecogenina e 3) sSPLA2 co-incubadas com os compostos nas concentracdes de

0,5 pug/uL, 1,0 pg/ul e 2,0 pg/uL.
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Na primeira etapa, foi testada a indu¢ao de edema por sPLA2 pura e SPLA2 incubada
previamente com os compostos. Para isso, foi injetado na regido subplantar, 25 uL de
solucdo aquosa com 5% de DMSO (controle), 25 uLL de sPLA2 pura (1ug/1uL) e 25 uL de
sPLA2 incubada previamente com o composto (1ug/1uL). Na segunda etapa, a formacao
de edema foi avaliada na condic¢do de co-incubacio, para isso foram misturados 12,5 uL de
sPLA2 (1ug/1uL) com 12,5 pL de 4gua (controle) e 12,5 uLL de sSPLA2 com 12,5 pL dos
compostos nas concentragdes de 0,5 pg/uL, 1,0 ug/uL e 2,0 pug/uL. Imediatamente apds a
co-incubagdo, a mistura foi injetada na pata do camundongo. O volume das patas em todas
as etapas foi medido nos intervalos de tempo de 15, 30, 60, 120, 180 e 360 minutos,

utilizando um hidropletismdmetro (modelo 7150, Ugo Basile, Itdlia).

3.6.2 Creatina Quinase — miotoxicidade

A atividade da creatina quinase plasmatica (CK) foi medida usando um kit de cinética
CK-UV (Laborlab). Os ensaios foram realizados em duas etapas: 1) avaliagdo da quercetina
e hecogenina na atividade da sPLA2 através de incubacao prévia. Para isso, foi injetado no
musculo gastrocnémio de camundongos Swiss (n=5), 25 uL de solu¢do aquosa com 5% de
DMSO (controle), 25 uL de sPLA2 pura (lug/luL) e 25 pL de sPLA2 incubada
previamente com o composto (lug/1uL). 2) avaliacdo do efeito miotoxico através da co-
incubacdo da quercetina e hecogenina com sPLA2 pura. Assim, 12,5 pL de sPLA2
(1pg/1pL) com 12,5 pL de &dgua (controle) e 12,5 uL de sPLA2 com 12,5 pL dos
compostos nas concentracdes de 0,5 pg/uL, 1,0 pg/uL e 2,0 ug/uL foram testados. Em
ambas as etapas, amostras de sangue foram coletadas da cauda em tubos capilares

heparinizados e centrifugados para separacdo do plasma. A atividade de CK foi
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determinada usando 4uL do plasma, de acordo com o manual de instru¢do do kit. A

atividade foi expressa em U/L.

3.6.3 Agregacao plaquetaria.

A atividade de agregacdo plaquetdria foi feita como descrita por Toyama et al. (2006).
Voluntdrios sauddveis, que ndo tomaram medicamentos nos ultimos 15 dias doaram
sangue. O sangue foi colocado em tubos plasticos contendo 1:10 do volume final de 4cido
citrico dextrose (4cido citrico 3%, citrato trissodico 4%, glicose 2%; 1:9 v/v), e
centrifugado a 200g por 15 minutos a 20°C para obtencdo do plasma rico em plaquetas
(PRP). Para preparar as plaquetas lavadas, o PRP foi centrifugado a 800g por 12 minutos a
20°C na presenga de tampéo de lavagem (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, Citrato de sédio 12
mM, glucose 10 mM and sacarose 12 mM; pH 6; 5:7 v/v. O sobrenadante foi desprezado e
o precipitado de plaquetas foi ressuspendido em solu¢do Krebs livre de Ca®* (Radomski e
Moncada, 1983).

A medida de agregagdo foi realizada usando-se um agregdmetro de dois canais
(Payton Scientific Instruments, Inc, Buffalo, NY). O PRP representa 0% de agregacao,
determinando-se uma linha de base para o aparelho que foi calibrado contra PL, que
apresenta 100% de agregacdo, determinando-se um pico maximo. Com isso foi possivel
determinar uma amplitude para o registro de agregacdo deste plasma. A calibra¢do foi
realizada contra solucdo de Krebs (NaCl 118mM, NaHCO; 25mM, D-glicose anidra
5,6mM e KCI 74¢g/L). Uma suspensiao de PL (400 ul) foi mantida sob agitacdo constante
(900 rpm) no agregdmetro em cuvetas a 37°C. Os experimentos de agregacdo foram

realizados em triplicatas, utilizando-se sPLA2 nativas, PLA2 modificada com os compostos
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e SPLA2 co-incubadas com os compostos nas concentracoes de (0,5 ug/uL, 1,0 ug/uL e 2,0
ug/ul).
O experimento de agregacdo plaquetiria foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa — Faculdade de Ciéncias Médias, sob o protocolo CAEE 0323.0.146.000-09.

3.7 Modelagem Molecular — Docking

A estrutura otimizada da quercetina foi inicialmente analisada usando o método AM1
(Dewar, 1985) implementado no programa BioMedCache (BioMedCache, 1989) com
valores padrdes para os critérios de convergéncia.

Os célculos de docking foram realizados com o programa GOLD 4.0 (Jones, 1997)
para obter a afinidade in silico da quercetina com relagdo a SPLA2. A estrutura foi tomada a
partir do banco de dados de proteinas (PDB) sob o cddigo 2QOG. Para os célculos foi
considerada a flexibilidade da quercetina e da sPLA2a fim de representar o encaixe
induzido gerado pela presenca de um ligante ndo-ativo. Os residuos Phe5, His48 e Asp49
foram configurados de uma maneira que as tor¢cdes de suas cadeias laterais foram
consideradas ativas durante os calculos. O sitio ativo foi definido como todos os dtomos
dentro de um raio de 10.0 A da histidina, que segundo o UniProt Data Bank (Swiss Prot.) é
um residuo importante. Além disso, os parametros para configuracdo do Genetic Algorithm
(GA) usado no GOLD foram ajustados para dar a melhor solu¢gdo com uma pesquisa mais
alargada.

Os estudos de docking para sPLA2:Q de Crotalus durissus terrificus foram realizados
em parceria com o Laboratério de Farmacologia de Venenos, Toxinas e Lectinas da

Universidade Federal do Ceara (PE).
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3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrao da média. As diferencas
observadas foram determinadas por analise de variancia, seguido pelo teste de Dunnett’s
quando vdrios grupos experimentais foram comparados com o grupo controle. O limite de
confianca foi de 5%. Coeficiente de variabilidade foi calculado quando aplicdvel adotando

valores menores que 10%.
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4 - RESULTADOS

Crotalus durissus terrificus

4.1 Purificacao da sPLA2.

Para a purificacdo da sPLA2 cataliticamente ativa isolada de Crotalus durissus

terrificus foi utilizado somente a metodologia de CLAE em fase reversa. O veneno dessa

serpente apresenta trés isoformas de sPLA2 conhecidas como F15, F16 e F17, como

mostrado na Figura 14(a). Para realizacdo dos ensaios foi isolada a fracdo correspondente a

isoforma F15. Apds isolamento da fragdo correspondente a isoforma F15, um udnico pico

pode ser observado Figura 14(b).
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Figura 14: (a) Perfil cromatografico do fracionamento do veneno total de Crotalus
durissus terrificus por CLAE em fase reversa, (b) Presenca de um unico pico

correspondente a SPLA2 pura.

43



4.2 Quercetina
4.2.1 Tratamento quimico—- pré incubacao.

Uma vez isolada a sSPLA2 (F15), uma parte dessa enzima foi tratada com quercetina
como descrito no item 3.3.4. Apés o tempo de incubagdo da sPLA2 com a quercetina, a
mistura resultante (sSPLA2:Q) foi purificada novamente em uma coluna C5 de fase reversa
utilizando as mesmas condi¢des do fracionamento do veneno total. A Figura 15 mostra o
perfil cromatogréfico de eluicao a sPLA?2 tratada sobreposta com o perfil da sPLA2 nativa.
O resultado apresentado mostra uma mudanga no tempo de reteng¢do apds tratamento com

quercetina
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Figura 15: Perfil cromatografico da sPLLA2 nativa sobreposto com o perfil de sPLA2
previamente tratada com quercetina (sSPLA2:Q)

4.2.2 Atividade Enzimatica das sPLA2

Apés o isolamento e tratamento quimico com quercetina a sPLA2 de Crotalus
durissus terrificus foi testada a atividade enzimatica da sSPLA?2 utilizando o 4N30OBA como

substrato. Na Figura 16(a) pode se observar que o prévio tratamento de sPLA2 com
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quercetina induziu uma forte diminuicao na atividade enzimadtica. Para analisar em nimeros
a diminuicdo causada pela quercetina, foi plotado um grafico de barras (Figura 16b) apds
20 min. de reacdo. A velocidade de reacdo para sPLA2 nativa foi de 0,33 £ 0,04
mmoles/min, enquanto que para sPLA2 tratada com quercetina foi de 0,20 = 0,02

mmoles/min, mostrando uma diminui¢do de 40 % da atividade enzimatica.

a)
- 0,74 =—4=—353lina
£
2 D84 ——sPLAZ
& 057 —m—sPLAZD
= D4
2
£ 0.3 4
E 0.2
2 o
z N
o4 T
i 10 20 30 40
Tempo {(min}
bh g4
.03
E
[}
E 0.2
£
S
0.1
0 T T
Salina sPLAZ sPLAZ:G

Figura 16: Ensaio enzimatico sPLA2 e sPLA2:Q (a) atividade enzimadtica foi analisada
usando 4N30OBA como substrato € monitorado com comprimento de onda de 425nm a
37°C. (b) atividade enzimadtica apds 20 minutos de rea¢do. Barras de erro indicam EPM
*P<0,05 comparado com atividade da sPLA2 (n=5).

4.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
O perfil da massa molecular em PAGE-SDS, da fracdo de sPLA2 extraida do veneno

de Crotalus durissus terrificus estd mostrado na Figura 17. Como observado, as fracdes
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apresentam somente uma banda e massa molecular de ~14 kDa, tanto em condi¢des nao
reduzidas como em condicdes reduzidas com DTT. Esses resultados confirmam que as
sPLA2 apresentam somente uma cadeia polipeptidica estando de acordo com os dados
encontrados para outras sPLA2 descritas na literatura (Gutierréz e Lomonte,1995; Arni e

Ward, 1996; Toyama, 2003).
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Figura 17: Perfil eletroforético das amostras de sPLA2 nativa e sSPLA2:Q nas condicdes
normais e reduzidas (SPLA2_R).

4.2.4 Dicroismo Circular (CD)

As medidas de dicroismo circular foram realizadas com o objetivo de verificar
possiveis modificacdes em nivel de estrutura secunddria da sSPLA2 causada pela interacao
da quercetina com a proteina. O perfil espectroscopico de CD da sPLA2 nativa e sSPLA2:Q
estd representado na Figura 18.

A presenca de bandas caracteristicas de a-hélice na regido proximas a 208 e 220 nm
vao de encontro com os dados da literatura, ja que € sabida a existéncia de trés a-hélices na

estrutura da sPLA2. Entretanto, foram observadas mudancas no espectro apds tratamento
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com quercetina, sugerindo que este composto causa modificacdes na estrutura secunddria

da sPLA2.
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Figura 18: Perfil espectroscopico de dicroismo circular de sPLA2 e sPLA2:Q em meio
aquoso. A concentracdo de ambas as proteinas foi de 15 pM.

4.2.5 Estudos de Estabilidade Térmica

Além da avaliagdo nas alteragdes em nivel de estrutura secundéria da sSPLA2 nativa e
sPLA2:Q, foram realizados também experimentos para verificar a estabilidade térmica das
proteinas. O objetivo desse experimento € utilizar o aumento gradativo da temperatura e
associar com possiveis eventos de desenovelamento protéico. Desta forma, as amostras
foram aquecidas de 20°C a 90°C com comprimento de onda de 222 nm e, em seguida,
foram resfriadas as condig¢des inicias. A Figura 19(a) mostra o espectro obtido durante o
aquecimento e o resfriamento da sPLA2 e figural9(b) o espectro de sPLA2 e sPLA:Q

durante o aquecimento.
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De acordo com o resultado obtido (Figura 19a), pode-se observar grande estabilidade
da sPLA2, pois mesmo a uma temperatura (90°C) a proteina nao perdeu completamente sua
estrutura. Esse fato estd diretamente relacionado com existéncia de 7-8 ligagcdes dissulfeto
da proteina que atribui uma forte estabilidade a mesma e possibilita um retorno a sua forma
inicial ap6s o resfriamento. Espectros de CD foram realizados apds os ensaios de
estabilidade, porém nenhuma modifica¢do foi observada, mostrando que a conformacgao da
proteina se manteve a mesma. Na Figura 19(b) pode se observar que ndao houve
modificagdes estruturais durante o aquecimento de sPLA2 apds tratamento com a
quercetina. O fato de quercetina ndo alterar a estabilidade térmicada sPLA2 indica que
interacdes ou ligacdes desse composto com a proteina nao interferem nas ligacdes de

dissulfeto, permitindo que sPLA2 mantenha sua estrutura.

48



—_—|ria

= —alta

() 2
o

'25 T T T
20 40 G0 a0

Temperatura {(*C)

=PLA2
5 =PLAZ:0

[0Fz2

'25 T T T
20 40 G0 g0

Temperatura {"C)

Figura 19: Espectros de estabilidade em funcdo de variacdes na temperatura. (a)
aquecimento (ida) e resfriamento (volta) da proteina nativa. (b) aquecimento de sPLA2 e
sPLA2:Q

4.2.6 Fluorescéncia Intrinseca

Devido as informagdes que a técnica de fluorescéncia pode fornecer, principalmente
em relacdo ao monitoramento de fluorescéncia intrinseca do triptofano, escolheu-se essa
técnica para avaliar mudangas na estrutura proteica de SPLA2 causada pela interacdes com
a quercetina. A Figura 20 mostra o espectro de fluorescéncia de sPLA2, sPLA2:Q e
quercetina nas mesmas condi¢des.

Comparando os espectros, pode-se observar uma maior intensidade na fluorescéncia
do sPLA2 modificada quimicamente pela quercetina. Entretanto o espectro da quercetina

mostra um pico de fluorescéncia préximo a regidao do triptofano, sugerindo que o aumento
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da fluorescéncia total da proteina pode ser causado devido a ligacdo da quercetina com a

proteina.
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Figura 20: Espectro de emissao de fluorescéncia de sSPLA2 e sPLA2:Q, 4 52uM em agua.
Excitacdo de 280 nm e emissdo de 350 nm.

4.2.7 Espectrometria de massas

Para verificar mudancas no peso molecular da sPLA?2 foi realizado a espectrometria
de massa utilizando o método de MALDI-TOF. De acordo com a Figura 21, pode se
observar que sPLA2 e sPLA2:Q apresentaram peso de 141584 Da e 14460,6 Da
respectivamente, uma diferenca de 302,2 Da, indicando a presenc¢a de uma molécula de

quercetina acoplada com a proteina.
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Figura 21: Espectrometria de massa por MALDI-TOF de sPLA2 e sPLA2:Q, mostrando
uma diferenca de massa correspondente a uma molécula de quercetina.

4.2.8 Edema de Pata

Para avaliar a acdo da quercetina sobre a atividade inflamatéria da sSPLA2 verificou se
a formacdo de edema em camundongos nas diferentes condi¢des como descrito no item
3.6.1. Primeiramente, foi analisada a formacdo de edema com a sSPLA2 nativa e com sPLA2
pré-incubada com quercetina. Assim foi injetada na pata direta de camundongos 25uL. de
cada proteina. Apds adicdo do veneno, € possivel observar um inchagco causado pela

formacdo do edema (Figura 22)
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Figura 22: Formacdo de edema observada através do inchado da pata direita do
camundongo.

A Figura 23 ilustra graficamente o edema causado pela sSPLA2 nativa. Como pode

ser observar o edema € caracterizado como um fendmeno agudo, com efeito maximo aos 30

minutos. Na presenca da quercetina, pode-se observar que esta ndo aboliu a atividade

edematogénica induzida pela sPLA2. Esse resultado estd de acordo com os dados da

literatura, j4 que mostram que a diminui¢do da atividade enzimdtica ndo influencia a

formacdo de edema, indicando diferentes sitios ativos para ambas as atividades (Teixeira et

al., 2003).
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Figura 23: Edema de pata em camundongos induzido por sPLA2 — nativa e sSPLA2:Q de
Crotalus durissus terrificus (n=5).
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Em seguida, foi analisado o efeito da quercetina sob a sPLA2 através de da co-
incubacdo. Para isso, foram misturados 12,5 uL. de sPLA2 (1ug/uL) com 12,5 puL de
quercetina nas concentracdes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL e imediatamente
aplicado na pata do camundongo. A sPLLA2 nativa, usada como controle foi misturada com
12,5 uLL de 4gua para manter a mesma concentracgao.

A partir da Figura 24 pode-se observar que somente na concentracao de 2,0 mg/mL

a quercetina foi capaz de diminuir a formacao de edema.
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Figura 24: Edema de pata em camundongos induzido pela co-incubagdo de sPLA2 com
trés diferentes concentracdes de quercetina (n=5).

4.2.9 Creatina quinase — miotoxicidade

A creatina quinase € responsavel por catalisar a transferéncia reversivel do grupo N-
fosforil da fosfocreatina para uma molécula de ADP regenerando ATP e formando creatina.
Nos ultimos anos, essa enzima vem sendo muito utilizada como indicador bioquimico na
ocorréncia de lesdo muscular e sua presenca no plasma sanguineo sugerindo a existéncia de

uma elevada agressao sobre as fibras musculares (Barbosa et al., 2003).
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Com o objetivo de avaliar o efeito da quercetina sobre a acdo miotoxica da sPLA2,
trés diferentes condi¢des, como indicado no item 3.6.2 foram testadas. Primeiramente foi
avaliada a ac¢do da quercetina pela pré-incubacao com a proteina. Desta forma, foi injetado
no musculo gastrocnémio de camundongos 25 pL de sPLA nativa (1pg/ulL) e de sPLA2
pré-incubada com quercetina (1pg/ul). Para avaliacdo do efeito foi usado o kit CK-NAC, o
qual mede os niveis de creatina quinase presente no sangue.

Nesta primeira andlise foi observada uma alta atividade miotéxica (Figura 25),
correspondente a 821,39+107,8 U/L de CK. Entretanto esse valor diminui em torno de 40%
quando a proteina € pré-incubada com quercetina, apresentando um valor de 492,28+71,5
U/L. Esse resultado indica que o sitio miotoxico da sPLA2 € distinto do sitio ativo referente
a atividade edematogénica, mas que a atividade miotéxica pode estar diretamente
relacionada com o sitio catalitico da enzima, uma vez que também foi observada uma

diminui¢ao de 40% na atividade catalitica apds tratamento com quercetina.
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Figura 25: Ensaio de miotoxidade através dos niveis de creatina quinase. Diminuicao de
40% ap6s pré-incubagdo com quercetina. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado
com atividade da sPLA2 (n=5).
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A segunda andlise foi realizada a partir da co-incuba¢do da sPLA2 com as

concentracoes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL de quercetina. Imediatamente apds a

incubacdo as amostras foram injeta do musculo dos camundongos.

Como mostrado na Figura 26, pode-se observar uma diminuicdo na atividade

miotéxica quando a proteina é co-incubada com quercetina. De acordo com os resultados a

sPLA2 apresentou 404,35+6,97 U/L enquanto que a co-incubagdo com quercetina na

concentracdo de 0,5 mg/mL [Q(0,5)] apresentou 247+11,85 U/L, com Q(1,0) 317,23+4,68

U/L e Q(2,0) 276,99+8,07 U/L, uma diminuicio de 38,68%,

respectivamente.
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Figura 26: Miotoxidade apds co-incubagao da SPLA2 com quercetina nas concentragdes de
0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com atividade da

sPLA2 (n=5)
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4.2.10 Agregacao Plaquetaria

A agregacdo plaquetdria consiste na formacao de pontes intracelulares entre proteinas
soluveis (principalmente fibrinogénio e fator VIII) e glicoproteinas insoluveis GP-1b e GP-
Illa presente nas membranas plasmaticas. Esse processo € desencadeado quando a
concentracdo de fibras expostas de coligeno € muito alta ou quando ha presenca de
agonistas, tais como, ADP, 4cido araquidonico, trombina, serotonina e epinefrina (Weiss e
Lages, 1997).

A sPLA2 de veneno de serpente é capaz de inibir ou induzir a agregacdo plaquetdria
(Lu et al., 2002). Kini e Evans (1990) mostraram que PLA2 de serpentes € capaz de inibir a
agregacdo induzida por trombina, sendo essa atividade independente da atividade catalitica.
Entretanto, outras PLA2s mostraram se capazes de induzir agregacdo através da hidrolise
de fosfolipidios de membrana e da liberacdo de 4cido araquiddnico e subseqiientemente
sintese de prostaglandina (Kini e Evans, 1990).

Para avaliar o efeito de quercetina sobre a habilidade de sPLA2 induzir ou inibir a
agregacdo foi testada somente no processo de pré-incubagdo. A viabilidades das plaquetas
foram testadas com ADP. A Figura 27(a) e 27(b) mostra a agregacdo plaquetdria induzida
pela sPLA2 de Crotalus durissus terrificus nativa e sPLA2 tratada com quercetina,
respectivamente, em trés diferentes concentracdes.

sPLA2 nativa mostrou uma habilidade moderada em causar agregacdo, ja que sPLA2
de Crotalus durissus cascavella induziu em torno de 85% de agregacdo na concentracio de
3ug/ul. (Fonseca et al., 2006) e sPLA2 de Crotalus durissus terrificus induziu 70% de
agregacdo na concentracdo de 15pg/ul. O tratamento prévio com quercetina diminui para

32% o inducdo de agregacdo na mesma concentragdo, uma diminuicdo de 54%. Na

56



concentracdo de 10ug/ul. a agregacdo plaquetdria tende a diminuir, chegando a um valor
préoximo de zero.

Os resultados mostram que o tratamento prévio de sPLA2 com quercetina é
importante para diminui¢cdo do efeito de agregacao plaquetdria, sugerindo uma possivel

relacdo dessa atividade com a atividade enzimética (Kini e Evans, 1990).
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Figura 27: Ensaio de agregacao plaquetdria, grafico dose dependente (a) sPLA2 nativa; (b)
sPLA2 com quercetina. Concentragdo das sPLA2: 1pg/uL.

Os resultados mostram que a quercetina tem grande efeito sobre a atividade da
sPLA2, alterando de forma significativa o perfil de agregacdo. Esse resultado indica que ao
interagir com a proteina, a quercetina tende a modificar a estrutura proteica e entdo diminui
a capacidade de agregacdo. Este resultado estd de acordo com a literatura, pois segundo
Formica e Regelson (1995), alguns flavondides como a rutina e a quercetina sdo capazes de

prevenir a agregacao plaquetdria através de interferéncias na biossintese de ecoisandides.
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4.2.11 Modelagem Molecular — Docking

O estudo de modelagem da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus acoplada com a
quercetina foram realizado no Laboratério de Farmacologia de Venenos, Toxinas e
Lectinas da Universidade Federal do Ceara.

A melhor solucao de docking para a quercetina pode ser observada na Figura 28. A
pontuacdo do GOLD para esse resultado foi de 43,94, mostrando uma boa afinidade da

quercetina com a proteina.

Figura 28: Solucao de docking para quercetina (modelo de bastdo) e residuos importantes
para intera¢des com o alvo, além do fon Ca”* e oxigénio da molécula de dgua.

As razdes moleculares para a estabilidade da quercetina no sitio ativo da SPLA2 pode
ser explicado principalmente pela presengca de importantes interagdes intermoleculares
(Figura 29), tais como: i) ligacdes de hidrogénio com os residuos Cys45 30 e His48, com
2,69 ¢ 3,00 A respectivamente; ii) ligagdo de hidrogénio com molécula de dgua 188 com
3,16 A ; 1i1) um contato polar com o ion Ca’* com 3,19 A; e iv) interacdes hidrofébicas com

o residuo Phe5 podem favorecer a estabilidade do complexo quercetina-sPLA2.
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Figura 29: Esquema detalhado da regido do sitio ativo da sPLA2 (distancias em A).
Atomos de hidrogénio foram omitidos e linhas ligadas ao fon Ca®* representam a
coordenacdo poliedral.
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5a — DISCUSSAO

Como primeira fase do trabalho, uma sPLA2 purificada do veneno de Crotalus
durissus terrificus foi submetida a tratamento quimico com a quercetina (pré-incubacao),
um flavondide conhecido pela sua atividade antiinflamdria (Lindahl e Tagesson, 1997).
Apés o tratamento, andlise de dicroismo circular mostrou uma modificacdo na estrutura
secunddria da proteina, resultado similar com o obtido por Iglesias e colaboradores (2005)
com SPLA2 purificada do veneno de Crotalus durissus cascavella e tratada com o
flavon6ide morina. Entretanto, a quercetina nao alterou a estabilidade térmica da sPLA2. A
Andlise da fluorescéncia intrinseca do triptofano também foi realizada a fim de se observar
mudancas em nivel de estrutura tercidria. Devido ao seu anel aromadtico, triptofano €
geralmente encontrado parcialmente ou totalmente inserido na regido hidrofébica da
proteina, assim ele pode tornar-se mais ou menos exposto dependendo das condi¢des do
meio (Royer, 2006). Apds tratamento com quercetina, foi observado um aumento no
espectro de fluorescéncia, possivelmente causado devido a fluorescéncia da quercetina, que
apresenta um pico proximo da regido do triptofano, portanto nada pode se concluir sobre
mudancas na estrutura tercidria da proteina ap6s pré-incubagao com o composto.

O tratamento com quercetina causou uma diminui¢ao de 40% na atividade enzimatica
da sPLA2, resultado similar ao obtido apds tratamento com brometo de p-bromofenacil
(pBPB), um inibidor de PLA2. De acordo com os resultados de docking, quercetina se liga
no residuo His48, levando a uma diminui¢do da atividade enzimética. Como demonstrado
por alguns autores, esse residuo é fundamental para a atividade catalitica, uma vez que estd

envolvido na primeira etapa da reacdo (Verheij et al., 1980; Scott e Sigler, 1994). Desta
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forma, os resultados sugerem que a ligacdo da quercetina interfere na ligacdo entre a
enzima e o substrato.

As sPLA2 presentes em venenos de serpentes exercem uma grande variedade de
efeitos farmacoldgicos, dentre eles, uma importante atividade edematogénica (Gutiérrez e
Lomonte 2003). O edema induzido pelos venenos se caracteriza por ser de aparecimento
imediato, podendo alcancar seu pico em intervalo de 15-30 minutos (Cardoso et al., 2001).
Estas substancias podem induzir edema através da liberacdo do 4cido araquiddnico em
conseqiiéncia da degradacdo enzimdtica da membrana fosfolipidica, aumentando a
biossintese de eicosandides. Segundo Teixeira e colaboradores (2003), trés formas de PLA2
estdo envolvidas com a liberagdo de acido araquiddnico: tipo IV; PLA2 citossélica e PLA2
secretorias do tipo II e V. Uma vez liberado o 4cido araquidonico é convertido em
intermedidrios instdveis (PGG; e PGH;) pelas ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1; COX-2) e
entdlo PGH, € convertido nas prostaciclinas ativas PGD,; PGE,;PGF,,; PGI, ou em
tromboxanos A2 (TXA2) através da acdo de sintases especificas. Prostaglandinas tem um
importante papel na inflamacdo e na hiperalgesia. Embora elas parecam ndo estar
relacionada diretamente com efeitos de permeabilidade vascular, PGE, e PGI, aumentam a
formacgao de edema e infiltracdo de leucdcitos promovendo o fluxo sanguineo na regido
inflamada (Teixeira et al., 2003).

Os lipidios hidroperéxidos resultantes do metabolismo do 4cido araquiddnico pelas
enzimas lipoxigenases (5-, 12-, e 15-, lipoxigenases) também exercem funcdo relevante
como mediadores de inflamagao. O peptidoleucotrienos (LTC4; LTD4 e LTE4) apresentam

grande efeitos na permeabilidade vascular (Teixeira et al., 2003).
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Virios estudos tém investigado os efeitos anti-inflamatérios dos flavondides bem
como seus efeitos sobre os sitios farmacoldgicos e cataliticos das sPLA2 (Lindahl e
Tagesson, 1997; Kim et al., 2001; Iglesias et al., 2005; Lattig et al., 2007; Toyama et al.,
2009). Segundo esses modelos, moléculas de flavondides podem interagir com sitio
enzimatico da SPLA2 e alterar a atividade catalitica e algumas a¢des farmacoldgicas.

Apesar de induzida a atividade enzimadtica, observa-se que nido houve mudangas
significativas no edema induzido pela sPLA?2 nativa ou sPLA2:Q. Resultado semelhante foi
observado por Toyama e colaboradores (2009) apds tratamento da sPLA2 da Crotalus
durissus collilineatus com 7-hidroxicumarina, sugerindo a existéncia de um diferente sitio
possivelmente modulatério, ndo relacionado com a atividade catalitica e responsdvel por
acOes farmacoldgicas.

A co-incubacdo da sPLA2 com quercetina mostrou seguir uma curva dose-resposta,
em que concentracdes mais baixas (0,5 e 1,0 mg/mL) ndo mostraram efeito sobre a
formacao de edema. Porém, inibicdo pode ser observada na concentracdo de 2,0 mg/mL.
Esse tltimo resultado indica o efeito antiinflamatério da quercetina sobre a SPLA2, como
observado por Lindahl e Tagesson (1997).

A miotoxidade induzida pelo evenenamento por serpentes tem como principal agente
indutor a sSPLA2. O mecanismo para esse efeito ndo é unico e envolve inimeros fatores,
tais como dependéncia ou ndo de cdlcio e interagdo das moléculas de sSPLA2 com células
musculares (Gutierrez e Ownby 2003) Apds pré-incubagdo com quercetina e co-incubagao
da mesma, a sPLA2 apresentou uma diminui¢do de 40% e 38,68% [Q(0,5 mg/mL)]

respectivamente na atividade miotdxica, sugerindo que esse composto pode alterar o
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dominio catalitico da sSPLA2 levando a alteracdes no sitio préximo a regido de loop do Ca**
como proposto por Valentin e Lambeau (2000).

Resultado semelhante foi observado para agregagao plaquetdria, uma diminuicdo de
55% dessa atividade apds tratamento quercetina. Esse resultado indica que a atividade de
agregacao € fortemente influenciada pela quercetina, além de sugerir uma relagdo com a
atividade catalitica. Os resultados sugerem que tanto atividade miotéxica como de
agregacdo plaquetdria sdo decorrentes da acdo catalitica da sPLA2, que foi inibida pela
quercetina.

O docking molecular tem sido muito utilizado nas ultimas décadas devido sua
importancia para elucidar, através de técnicas computacionais o melhor tipo de interagao
entre uma proteina e um ligante (Halperin et al., 2002). Nesse estudo, o docking molecular
mostrou ser uma importante ferramenta para entendimento do tipo de interacdo entre a
quercetina e a SPLA2. O resultado de docking demonstrou que uma molécula de quercetina,
como observado na espectrometria de massa (MALDI-TOF), interage com o nucleo
catalitico da sPLA2.

Outro resultado apresentado pelo docking foi 2 interacdo molecular do Ca®* com a
quercetina. O cdlcio tem um papel fundamental no mecanismo catalitico da enzima. Nas
PLA2 cataliticamente ativas o cdlcio desempenha uma func¢do dupla que é a de fixar o
grupo fosfato e estabilizar a carga negativa do dcido carboxilico do fosfolipidio de
membrana (Ward et al., 1998; Lee et al., 2001). Desta forma, a intera¢do entre a SPLA2 e a
quercetina leva a uma indisponibilidade molecular do sitio do cdlcio da enzima,
possivelmente causada por um impedimento estérico da quercetina. Esse fato explica a

diminui¢@o observada na atividade enzimatica.
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A importancia do estudo docking molecular para elucidar as interagdes entre a
proteina e o ligante nos permitiu melhor entender as razdes moleculares que levaram a
modificacdes nas atividades cataliticas e farmacoldgicas da sSPLA2, sendo esse estudo uma
boa ferramenta para avaliar a interacdo de polifendlicos com a proteina em trabalhos

futuros.
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6a — CONCLUSAO

Os resultados apresentados, embora parciais, permite as seguintes conclusdes:

1) O processo de pré-incubagdo da sPLA2 com quercetina foi executado com éxito, ja
que modificagdes no perfil cromatogrifico e em dados de espectrometria de massas foram
observados.

2) O processo de pré-incubacdo com quercetina levou a modificagdes em nivel de
estrutura secunddria sendo observado através de modificacdes no espectro de dicroismo
circular.

3) O processo de co-incubacdo apresenta melhor inibi¢do nas atividades
farmacoldgicas (edema e miotoxidade) do que o processo de pré-incubagdao

4) Para inibi¢do da atividade enzimatica, a pré-incubacgdo € essencial para uma melhor
performance do composto.

5) sPLA2 de Crotalus durissus terrificus apresenta provavelmente dois sitios
farmacoldgicos distintos: um responsdavel pelos efeitos de agregacdo plaquetiria e
miotoxidade; e outro responsavel pelos efeito edematogénico. Acredita-se que o primeiro
estd localizado préximo ao loop de ligacdo do cdlcio e conseqiientemente proximo ao sitio
catalitico onde ocorre a ligagdo da quercetina com a proteina, causando entdo a diminui¢ao
das atividades dependente desse sitio. O segundo estd localizado préximo a regido C-
terminal, distante da regido onde ocorre a ligacdo com a quercetina e conseqiientemente nao
¢ afetado pela ligacdo com a quercetina.

6) Através de docking molecular propdem-se que a quercetina se liga proximo a
regido catalitica sSPLA2 de Crotalus durissus terrificus causando um impedimento estérico

o que dificulta a aproximacao e a ligacdo do cdlcio com a proteina.
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7) Estudos de docking sao uma boa alternativa para o esclarecimento sobre os
possiveis sitios de ligacdo da enzima com um ligante especifico.
8) Uso de compostos polifendlicos com estruturas similares as desses estudados

podem agir como possiveis inibidores de sPLA2.
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4.3 Hecogenina - Sapogenina (CR01)
4.3.1 Tratamento- pré incubacao.

Neste segundo trabalho foi testada a acdo de uma molécula orgdnica denominada
hecogenina (CRO1). O método utilizado para o tratamento de sSPLA2 com hecogenina foi o
mesmo que para a quercetina. Apds incubacdo, sPLA2 tratada (sSPLA2:CRO1) foi purificada
em coluna de fase reversa. A Figura 30 mostra o perfil cromatogrifico antes e apds a
incubagdo com CROI.

Como ilustrado abaixo, ndo € possivel observar uma mudanga no tempo de reten¢ao
ap6s tratamento com hecogenina, somente uma alteracdo na base dos pico, indicando
possiveis modificacdes da proteina causada pela hecogenina, levando a diferentes

interagdes da amostra com a coluna.

020 —
018
— —r— 100
e
0.16 e
-
-
01 7 — 80
-
£ 012 7
£ . =
g ~ — 60 =
& ow e o
e e 2
2 —_— =
< o e £
S~ - 40 ~
- .
006 P sPLAZ:CRO1
s
e
0 e sPLA2 — 20
ra
./
0.02 //,
T J\ — 00
0.00 d —m=——=x
T ™

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
.00 10.00 20.00 30.00 40.00

Tempo (min}

Figura 30: Perfil cromatogriafico da sPLA2 antes e apds tratamento quimica com
hecogenina (CRO1).

4.3.2 Atividade Enzimatica das sPLA2
O efeito da sapogenina CRO1 sobre a atividade de PLA2 do veneno de Crotalus

durissus terrificus também foi analisado utilizando o substrato cromogénico acido 4-nitro-
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3-(octanoyloxy) benzodico - NOBA. Como pode se analisar na Figura 31(a) houve uma
diminuicdo considerdvel da atividade enzimdtica apds tratamento com CROI1,
possivelmente causada por interacdes ou ligagcao entre a proteina € 0 composto.

Um gréfico de barras foi plotado (Figura 31b) ap6s 20 min. de reagdo para analisar
em numeros a diminui¢do causada pela hecogenina. A velocidade de reacdo para sPLA2
nativa foi de 1,4266 * 0,158 mmoles/min, enquanto que para sPLA2 tratada com
hecogenina foi de 0,6421 + 0,201 mmoles/min, mostrando uma diminui¢do de 55 % da

atividade enzimatica
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Figura 31: Ensaio enzimatico sPLA2 e sPLA2:CRO1 (a) atividade enzimatica foi analisada
usando 4N30OBA como substrato e monitorado com comprimento de onda de 425nm a
37°C. (b) atividade enzimdtica apds 20 minutos de reacdo. Barras de erro indicam EPM
*P<0,05 comparado com atividade da sSPLA2 (n=5).
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Além da avaliacdo da atividade enzimatica da sPLA2 pré-incubada com hecogenina,
foi também analisado o efeito desse composto com a proteina no processo de co-incubagao,
para isso, diferentes concentracdes de hecogenina foram co-incubadas com a proteina e
com o substrato de acordo com a Tabela 1. Em todo procedimento a concentragdo proteica

foi de 3,96 uM.

Tabela 1: Condigdes utilizadas para co-incubacdo (CRO1: 430,65g.mol ™).

Tampdo  Substrato SPLA2 Agua CRO1 CRO1
Vi) VL) v(ul) Vi) (1mg/mL) M)
V(L)
150 40 20 90 0 - e
150 40 20 85 5 38,7
150 40 20 75 15 116,1
150 40 20 70 20 154.8
150 40 20 60 30 2322
150 40 7.1+ R—— 90 696,6

O resultado da Figura 32(a) mostra que todas as enzimas co-incubadas
permaneceram linear para a formagdo de produtos, atingindo uma velocidade méxima no
tempo de 45 minutos. Entretanto, somente na concentraciao de 154,8 uM (referente a 20uL
de CRO1) é que houve diminui¢do significativa de formac¢ao do produto.

Na Figura 32(b) pode se observar que a hecogenina mostrou efeito dose resposta, ja
que em concentracdes menores € maiores do que 154,8 pM um aumento na atividade

enzimatica pode ser observado.
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Figura 32: (a) Avaliacdo do efeito de CROI sob a acdo enzimdtica da sSPLA2 em diferentes
concentracdes durante um intervalo de tempo. (b) Comparacao do efeito de CRO1 ap6s 45
min. de reacdo. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com atividade da sPLA2
(n=5).

4.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
O perfil da massa molecular em PAGE-SDS da sPLA2 antes, apds e na forma

reduzida estd mostrado na Figura 33. Como observado, as fragdes apresentam somente uma
banda e massa molecular de ~14 kDa, tanto em condi¢des ndo reduzidas como em
condi¢Oes reduzidas com DTT, demonstrando que hecogenina ndo alterou de forma

significativa o peso molecular da sPLA2.
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Figura 33: SDS Page sPLA2 antes e apds tratamento com CRO1. R indica condi¢des

reduzidas.

4.3.4 Dicroismo Circular (CD)

As medidas de dicroismo circular foram realizadas com o objetivo de verificar

possiveis modificacdes na estrutura secundaria da sPLA2 causada pelo tratamento com a

hecogenina. O perfil espectroscépico de CD da sPLA2 nativa e sPLA2:CRO1 esta

representado na Figura 34.

O espectro, como observado para a quercetina, apresenta de bandas caracteristicas de

a-hélice na regiao proximas a 208 e 220 nm. Entretanto, ndo foram observadas mudancgas

no espectro apds tratamento com hecogenina, sugerindo que este composto ndo causa

modificagcdes na estrutura secundaria da sPLA2.
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Figura 34: Perfil espectroscépico de dicroismo circular de sSPLA2 e sPLA2:CR0O1 em meio
aquoso. A concentra¢do de ambas as proteinas foi de 15 pM.

4.3.5 Estudos de Estabilidade Térmica

Para avaliar modificacdes na estabilidade da sPLA2 apds tratamento quimico, foi
escolhido o método de aumento de temperatura. Desta forma, sPLA2 e sPLA2:CRO1 foram
aquecidas de 20°C a 90°C com comprimento de onda de 222 nm e em seguida foram
resfriadas as condi¢des inicias. A Figura 35 mostra o espectro obtido durante o
aquecimento de sSPLA2 e sPLA:CRO1 durante o aqueciemento.

A Figura 35 mostra que nao houve modificagdes estruturais durante o aquecimento de
sPLA2 apds tratamento quimico com a hecogenina. O fato de hecogenina ndo alterar a
estabilidade da sPLA2 indica que interacdes ou ligacdes desse composto com a proteina

ndo interfere nas ligagdes de dissulfeto, permitindo que SPLA2 mantenha sua estrutura.
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Figura 35: Espectros de estabilidade em funcdo de variagcdes na temperatura de SPLA2 e
sPLA2:CRO1

4.3.6 Fluorescéncia Intrinseca

Com o objetivo de avaliar mudangas na estrutura proteica de sPLA2 causada pela
tratamento quimico com hecogenina, foi realizado ensaio de fluorescéncia intrinseca. A
Figura 36 mostra o espectro de fluorescéncia de sPLA2 e sPLA2:CROI.

Comparando ambos 0s espectros, pode-se observar uma menor intensidade na
fluorescéncia do sPLA2 pré-tratada com hecogenina. Esse resultado indica que apds o
tratamento quimico houve uma leve diminuicdo no contato do residuo de triptofano da
proteina com grupos polares fazendo com que o triptofano fique mais escondido na
estrutura da proteina diminuindo assim a intensidade da fluorescéncia. Esse resultado
sugere mudangas conformacionais da sPLA2 em nivel de estrutura tercidria pela

hecogenina.
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Figura 36: Espectro de emissdo de fluorescencia de sPLA2 e sPLA2:CRO1, 4 52uM em
agua. Excitacdo 4 280 nm e emissdo a 350 nm.

4.3.7 Edema de Pata

Para avaliar a acdo da hecogenina sobre a atividade inflamatéria da sPLA2 verificou
se a formac¢do de edema em camundongos nas diferentes condi¢des como descrito no item
3.6.1. Primeiramente foi comparado a forma¢do de edema com a sPLA2 nativa e com
sPLA2 pré-incubada com CRO1. Desta forma foi injetada na pata direta dos camundongos
25uL de cada proteina

Como observado na figura 37, o edema causado pela sPLA2 nativa possui efeito
maximo aos 30 minutos. Na presenca de CRO1, pode-se observar que este composto nao
aboliu a atividade edematogénica induzida pela sPLA2, pelo contririo, o efeito foi
potencializado apds 120 minutos. Nos tempos de 240 e 360 minutos CR potencializou 1,5x
o efeito enquanto que no tempo de 420 minutos essa potencializacdo foi de 2,0x. Esse
resultado indica que de forma ainda ndo conhecida, CRO1 interage na proteina deixando a

regido responsdvel pela inflamacdo mais exposta.
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Figura 37: Formacao do edema de pata ap6s inje¢ao de sSPLA2 e sPLA2 pré incubada com

CROL1. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com atividade da sSPLA2 (n=5).

Posteriormente foi analisado o efeito da hecogenina sobre a SPLA2 através da co-

incubacdo. Para isso, foi misturado 12,5 uL. de sPLA2 (1pug/uL) com 12,5 uLL de CROI1 nas

concentracdes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL e imediatamente aplicado na pata do

camundongo. A sPLA2 nativa, usada como controle foi misturada com 12,5 uL de dgua

para manter a mesma concentragéo.

Pode-se observar na Figura 38 que somente na concentragao de 2,0 mg/mL apds 60

min a hecogenina foi capaz de diminuir a formacao de edema.
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Figura 38: Efeito da hecogenina sobre atividade edematogénica da SPLA2 no processo de

co-incubagdo sPLA2 e CRO1(n=5).
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De acordo com os resultados obtidos, pode se observar que o efeito da CRO1 na
inibicdo da atividade edematogénica € mais significativo no processo de co-incubacio,

sendo o tratamento quimico um processo ndo necessdrio para inibicdo da proteina pela

hecogenina.

4.3.8 Creatina Quinase — miotoxicidade

Com o objetivo de avaliar o efeito da hecogenina sobre a acdo miotoxica da sPLA2,
duas diferentes condicdes, como indicado no item 3.6.2 foram testadas. Primeiramente foi
avaliada a acdo da hecogeina pela pré-incubacdo com a proteina. Desta forma, foi injetado
no musculo gastrocménio de camundongos 25 pL. de sPLA nativa (1pg/ulL) e de sPLA2
pré-incubada com hecogenina (1ug/pl). Para avaliagao do efeito foi usado o kit CK-NAC,
o qual mede os niveis de creatina quinase presente no sangue.

Nesta primeira anélise, diferentemente da quercetina, foi observada uma elevac¢io da
atividade miotéxica da sPLA2 apds tratamento prévio com CRO1 (Figura 39). Enquanto
sPLA2 nativa apresentou niveis de CK de 651,44 + 37,9 U/L, sPLA2:CRO1 apresentou de
903,67 + 49,5 U/L, um aumento de 27,8%. Esse resultado sugere que a hecogenina interage
de uma maneira diferente com sPLA2, sendo capaz de inibir a atividade enzimética mas
nao a miotoxica. Entretanto, esses dados sdo preliminares, sendo necessario estudos de

docking para melhor entender a ligacao/interacao da hecogenina com sPLA2.
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Figura 39: Ensaio de miotoxidade através dos niveis de creatina quinase. Aumento de
27,8% apos pré-incubacdo com CRO1. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado
com atividade da sPLA2 (n=5).

A segunda andlise foi realizada a partir da co-incubacdo da sPLA2 com as
concentracdes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL de CROI. Imediatamente apds a
incubacdo as amostras foram injetadas no musculo dos camundongos.

Na Figura 40, pode se observar que o efeito da CRO1 na condi¢@o co-incubada sobre
a sSPLA?2 foi menor que da quercetina. De acordo com os resultados a sPLA2 apresentou
166,62 + 16,06 U/L enquanto que a co-incubacdo com CROl na concentragdo de 0,5
mg/mL [CRO01(0,5)] apresentou 139,64 + 12,96 U/L, com CRO1(1,0) 140,84 + 10,85 U/L e
CRO1(2,0) 163,56 + 11,54 U/L, uma agdo praticamente nula levando em consideragdao os
desvios padrdo. Entretanto, a co-incubacdo se mostrou mais eficaz do que a pré-incubacao,

j4 que desta forma os niveis de CK se mantiveram constante.
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Figura 40: Miotoxidade apds co-incubacdo da sPLA2 com hecogenina (CRO1) nas
concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. EPM *P<0,05 comparado com salina (n=5).
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5b — DISCUSSAO

A planta Agave é considera a tnica planta fornecedora de fibras com propriedades
terapéuticas. A espécie Agave sisalana é popularmente conhecida no Brasil como sisal e é
destinada a industria de cordoaria (cordas e tapetes). Além de sua utilizacdo no artesanato
essa planta € uma rica fonte de sapogeninas esteroidais: hecogenina e tigogenina (Nunes
Moreira et al., 1999).

Do ponto de vista farmacolégico, o extrato obtido da A. sisalana estimula a contracio
da musculatura intestinal e uterina, sendo capaz de causar abortos em animais. Outra
atividade descrita foi a capacidade desse extrato em inibir o crescimento bacteriano
(Debnath et al., 2010).

De acordo com a literatura, as saponinas esteroidais possuem propriedade
antiinflamatéria, porém, essa atividade eventualmente € acompanhada de um efeito
colateral hemolitico (LLacaille-Dubois et al., 1996; Odak et al., 2000).

Devido a sua atividade farmacoldgica, a hecogenina (CRO1) foi escolhida para avaliar
seu efeito sobre as atividades de sPLA2 de Crotalus durissus terrificus, ja que até o
momento nada se tem na literatura referente a esse composto e veneno de serpentes. Os
resultados apresentados, indicam que a hecogenina nao afeta a estrutura secundéria da
sPLA2, ja que ndo houve modificagdes no espectro de dicroismo circular. Existem nas
sPLA2 em torno de 7-8 ligacdes dissulfeto, responsaveis pela estabilidade da molécula. A
interacdo da hecogenina com a proteina, ndo causou modificacdes na estabilidade da
proteina frente a altas temperaturas indicando que essas interacdes nao interferem nas

ligacoes dissulfeto da proteina. Entretanto, foi observada uma diminuic@o da fluorescéncia
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intrinseca da proteina, possivelmente causada devido a uma menor exposi¢ao das moléculas
de triptofano, sugerindo modificagdes em nivel de estrutura tercidria.

O tratamento com hecogenina causou uma diminuicdo de 55% da atividade
enzimatica quando pré-incubada e 34,22% quando co-incubada, mostrando que a pré-
incubac@o é um passo importante para uma melhor inibi¢do. Além disso, os resultados de
co-incuba¢do mostraram que em concentragdes menores ou maiores que 154,8uM (20ul) a
hecogenina aumenta a atividade catalitica, sugerindo que esse composto dependendo da
dose, pode induzir danos.

A diminui¢do da atividade catalitica sugere que a hecogenina pode interagir de duas
maneiras na SPLA2, no mesmo sitio que a quercetina ou préximo dessa regido, que levaria
a uma diminuicdo da ligacdo do cdlcio com a proteina e conseqiientemente perda da
atividade ou que ao interagir com a SPLA2, a hecogenina causa mudancas estruturais
afetando o sitio de ligacdo do cdlcio.

Os teste de atividade antiinflamatéria mostraram que a sPLA2:CRO1 nao afetou o
inicio da processo. Yamazaki e colaboradores (2005) demonstraram que tanto a agdo de
sPLA2 Lys49 quanto a de Asp49 induz atividade sobre as células neuromusculares,
mediante interacdo da regido C-terminal com determinados receptores celulares. A agao
miotéxica também depende da interacdo da regido C-terminal e do residuo de lisina na
posicdo 49 com determinados receptores (Gutierrez e Owby, 2003). Isso pode ser
comprovado com o uso da heparina, um polissacarideo sulfatado, que interage fortemente
com os residuos bésicos da sPLA2 da regido C-terminal. Outros estudos realizados com

sPLA2 de abelhas mostram que estas enzimas induzem atividades farmacoldgicas sobre
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macréfagos, mediante reconhecimento dos receptores de manose (Mukhopadhyady e Stahl,
1995).

Lambeau e Lazdunsk (1999) sugerem que uma das regides moleculares envolvidas na
interacdo molecular de sSPLA2 com receptores tipo N ou M envolve regides préximas ao
sitio de calcio, contudo esses autores nao descartam outras regides moleculares envolvidas
na interacdo de SPLA2 com receptores. Portanto, a atividade farmacolégica de uma grande
diversidade de sPLA2 ndo depende necessariamente da atividade enzimatica.

Os resultados de edema para a sPLA2 nativa e sPLA2:CROI nao apresentaram
diferencas no inicio da atividade inflamatéria, sugerindo que a hecogenina ndo afeta
interacdo entre SPLA2 e receptores. Por outro lado, apés 120 minutos o edema induzido
pela sSPLA2:CRO1 tem um aumento, possivelmente causado por uma maior estabilidade
entre SPLA2 e receptores. J4 o processo de co-incubacdo mostrou um efeito de dose
resposta, em que pode ser observada uma maior inibi¢do da atividade edematogénica de
acordo com o aumento da concentracdo de hecogenina, mostrando seu efeito anti-
inflamatério como observado por Lacaille-Dubois et al., (1996).

O efeito da hecogenina sobre a atividade miotoxica da sSPLA2 também foi avaliado.
Entretanto, resultado surpreendente foi observado apds pré-tratamento da sPLA2 com
quercetina, sPLA2:CRO1 aumentou em 27,8% a atividade miotéxica. Acredita-se que
mudancas estruturais, observadas pelo espectro de fluorescéncia, tenham causado esse
aumento, entretanto, estudos de docking ou cristalografia sdo necessdrios para melhor
entender o tipo de interac@o entre o composto e a proteinas. No processo de co-incubacgao a
sPLA2 apresentou uma diminui¢do de 16,2% [CRO1(0,5 mg/mL)], sugerindo que o

processo de pré-incubagdo foi o responsavel pelo aumento da atividade miotoxica.
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O presente trabalho mostrou que a hecogenina dependendo da dose pode inibir ou
estimular a atividade enzimética da sPLA2 e ndo afetam de forma significativa os efeitos

edematogénico e miotoxico.
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6b— CONCLUSAO

Os resultados apresentados, embora parciais, permite as seguintes conclusoes:

1) O processo de pré-incubacdo da sPLA2 com hecogenina foi executado com éxito,
j4 que modificagdes no perfil cromatogrifico de massa foi observado.

2) O processo de pré-incubagdo com hecogenina nao levou a modificagdes em nivel
de estrutura secunddria, pois nao foram observadas modificacdes no espectro de dicroismo
circular.

3) A pré-incubacdo com hecogenina levou a modificagdes em nivel de estrutura
tercidria da proteina, ja que houve uma diminui¢do na fluorescéncia, indicando uma menor
exposic¢ao do triptofano na molécula

4) O processo de co-incubagcdo apresenta melhor inibicio nas atividades
farmacoldgicas (edema e miotoxidade) do que o processo de pré-incubagdao

5) Para inibicdo da atividade enzimadtica, a pré-incubacdo € essencial para uma melhor
performance do composto.

6) A hecogenina ndo apresenta potencial para um bom antiinflamatério, ja que

dependendo da dose, o composto pode inibir ou potencializar a atividade catalitica.
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Bothrops pirajai

4.1 Purificacao e tratamento quimico da sPLA2.
Para purificacdo da sPLA2 desprovida de atividade catalitica (Lys49) purificada de

Bothrops pirajai foi utilizado a combinacdo de cromatografia de troca ionica e de fase
reversa. Primeiramente foi realizada a cromatografia de troca i6nica usando uma coluna
CM-5PW para separagao da fracdo 4cida existente no veneno (Figura 41). A coluna CM-
SPW € composta por grupos de cargas negativas e por isso € conhecida como trocadora de
cations, sendo assim, ndo ha intera¢do das proteinas 4cidas (com carga negativa) com a

coluna sendo essas proteinas eluidas rapidamente no inicio da corrida.
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Figura 41: Perfil cromatografico do veneno de Bothrops pirajai por troca idnica com

coluna CM-5PW.

Ap6s isolamento por troca idnica, a Lys49-sPLA2 1 foi repurificada através de
cromatografia de fase reversa com coluna C5 e em seguida tratada quimicamente com

quercetina como descrito no item 3.3.4. Ambos os cromatogramas podem ser observados

na Figura 42.
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sPLA2 causou mudancas na estrutura na proteina influenciando sua hidrofobicidade e

Como observado no cromatograma (Figura 42b), a ligacdo da quercetina com a

conseqiientemente um leve deslocamento no tempo de retencao.
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Figura 42: (a) Purificacdo da Lys49-sPLA2 por CLAE em fase reversa. (b) Perfil
cromatogriafico da Lys49-sPLA2 nativa sobreposto com o perfil de Lys49-sPLA2
previamente tratada com quercetina (sSPLA2:Q)
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4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
O perfil da massa molecular em PAGE-SDS, da fracdo de sPLA2 extraida do veneno

de Bothrops pirajai estd mostrado na Figura 43. Como observado, a Lys49-sPLA2
apresenta somente uma banda de massa molecular ~14 kDa, tanto em condi¢cdes nao

reduzidas como em condig¢des reduzidas com DTT.
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Figura 43: Perfil eletroforético das amostras de Ly49-sPLA2 nativa e sPLA2:Q nas
condi¢des normais e reduzidas (SPLA2_R).

4.3 Dicroismo Circular (CD)

Com o objetivo de verificar possiveis modificagdes na estrutura secundaria da Lys49-
sPLA2 causada pelo pré-tratamento com quercetina foi realizada as medidas de dicroismo
circular. O perfil espectroscépico de CD da Lys49-sPLA2 nativa e sPLA2:Q de Bothrops
pirajai esta representado na Figura 44.

O espectro da Lys49-sPLLA2, como observado para as outras modificacdes quimicas,
apresenta bandas caracteristicas de a-hélice na regido préximas a 208 e 220 nm. Nao foi
observada mudancas no espectro apds pré incubacdo com quercetina, sugerindo que este

composto ndo causa modificacdes na estrutura secundaria da sPLA2.
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Figura 44: Perfil espectroscépico de dicroismo circular de Lys49-sPLA2 e sPLA2:Q em
meio aquoso. A concentragdo de ambas as proteinas foi de 15 pM.

4.4 Estudos de Estabilidade Térmica

Além da avaliag¢do nas alteracdes em nivel de estrutura secundéria da Lys49-sPLA2
nativa e sSPLA2:Q, foram realizados experimentos para verificar a estabilidade térmica das
proteinas. O objetivo desse experimento € utilizar o aumento gradativo da temperatura e
associd-las com possiveis eventos de desenovelamento protéico. Desta forma, as amostras
foram aquecidas de 20°C a 90°C com comprimento de onda de 222 nm e em seguida foram
resfriadas as condi¢des inicias. A Figura 45a mostra o espectro obtido durante o
aquecimento Lys49-sPLA2 e da sPLA2:Q, enquanto a Figura 45(b) o espectro de Lys49-
SPLA2 e sPLA:Q durante o resfriamento.

A Figura 45a mostra que houve perda parcial da estrutural (desnaturacido) durante o
aquecimento de Lys49-sPLLA2, porém essa desnaturagdo parcial € minimizada apos
tratamento quimico com a quercetina, mostrando que a ligacdo do composto deixa a
proteina mais estdvel frente a aumento na temperatura. Resultado interessante foi observado

durante o resfriamento das proteinas. Como observado na Figura 45b, apds aquecimento até
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90°C a Lys49-sPLA2 ¢é desnaturada, sendo esse processo irreversivel, ji que apds
resfriamento a 20°C a proteina continua na forma desnaturada. Entretanto, apds tratamento
quimico com a quercetina, a SPLA2 praticamente recuperou sua forma inicial, mostrando
que o tratamento com a quercetina causa modificacdes na estrutura da proteina deixando

sua estrutura mais estavel.
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Figura 45: Espectros de estabilidade em funcdo de variagdes na temperatura de Lys49-
sPLA2 e sPLA2:Q (a) espectro de aquecimento; (b) espectro de resfriamento.
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4.5 Fluorescéncia Intrinseca

Baseado na sensibilidade do triptofano em diferentes meios, ensaio de fluorescéncia
foi realizado com o objetivo de avaliar mudancgas na estrutura proteica de Lys49-sPLA2
causada pelo tratamento quimico com quercetina. A Figura 46 mostra o espectro de
fluorescéncia de Lys49-sPLLA2, sPLA2:Q e quercetina.

Comparando os espectros da Lys49-sPLLA2 e sPLA2:Q, pode-se observar uma maior
intensidade na fluorescéncia do sPLA2:Q. Porém o espectro da quercetina pura mostra um
pico de fluorescéncia préximo da regido do triptofano. Esse resultado, como observado para
a sPLA2 de Crotalus durissus terrificus, indica que o aumento de fluorescéncia apods
tratamento com quercetina e devido ao composto € ndo a mudancas conformacionais na

estrutura tercidria da proteina causada pela quercetina.
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Figura 46: Espectro de emissdo de fluorescéncia de Lys49-sPLA2 (Bothrops pirajai) e
sPLA2:Q, 4 52uM em agua. Excitacdo de 280 nm.
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4.6 Edema de Pata

Para avaliar a agdo da quercetina sobre a atividade inflamatoéria da Lys49-sPLA2 de
Bothrops pirajai verificou se a formagao de edema em camundongos. Entretanto o processo
de co-incubacdo ainda ndo foi realizado. Para a andlise da pré-incubada de sPLA2 e
quercetina foi injetada na pata direta dos camundongos 25uL de cada proteina

Como observado na figura 47, o edema causado pela sPLA2 nativa possui efeito
maximo aos 30 minutos. Na presenca de quercetina, pode-se observar que este composto
potencializou a atividade edematogénica induzida pela sPLA2. No tempo de 180 minutos a

atividade foi potencializada 1,4x, no tempo 240 minutos 2,3x enquanto que no tempo de

360 minutos foi de 2,7x.
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Figura 47: Formacao do edema de pata ap6s injecao de sSPLA?2 de Bothrops pirajai e sSPLA2

pré incubada com quercetina. Barras de erro indicam EPM *P<0,05 comparado com
atividade da sPLA2 (n=5).

4.7 Creatina Quinase — miotoxicidade

Para avaliar o efeito da quercetina sobre a acdo miotoxica da sPLA2 cataliticamente
inativa, duas diferentes condicdes, como indicado no item 3.6.2 foram testadas.

Primeiramente foi avaliada a a¢do da quercetina pela pré-incuba¢do com a proteina. Desta
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forma, foi injetado no miusculo gastrocménio de camundongos 25 plL de sPLA nativa
(1pg/uLl) e de sSPLA2 pré-incubada com JU234 (1pg/uL).

Nesta primeira andlise, foi observada uma pequena diminuic¢ao na atividade miotoxica
da sPLA2 apés tratamento prévio com quercetina (Figura 48). Enquanto sPLA2 nativa
apresentou niveis de CK de 767,82 + 57,33 U/L, sPLA2:Q apresentou de 675,93 + 58,53
U/L, um diminuicdo de 12,0%. O resultado também indica como no caso da atividade

edematogénica, que a auséncia de atividade catalitica ndo abole o efeito miotéxico da

proteina.
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Figura 48: Ensaio de miotoxidade através dos niveis de creatina quinase. Diminuicao de
12,0 % apds pré-incubacdo com quercetina. EPM *P<0,05 comparado com salina (n=5).

A segunda andlise foi realizada a partir da co-incubacdo da sPLA2 com as
concentracoes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL de quercetina. Imediatamente apés a
incubacdo as amostras foram injetadas no musculo dos camundongos.

Na Figura 49, pode se observar que o efeito da quercetina na condi¢do co-incubada

também nio obteve muito efeito sobre a SPLA2. De acordo com os resultados a sPLA2
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apresentou 340,22 + 20,87 U/L enquanto que a co-incubagdo com quercetina na
concentracao de 0,5 mg/mL [Q(0,5)] apresentou 306,47 + 18,53 U/L, com Q(1,0) 291,73 +

18,07 U/L e Q(2,0) 306,55 + 18,909 U/L, uma diminui¢do de 9,92%, de 14,30% e 9,90%

respectivamente.
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Figura 49: Miotoxidade apds co-incubagdo da sPLA2 com quercetina nas concentracdes de
0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. EPM *P<0,05 comparado com salina (n=5).

4.8 Agregacao plaquetaria

Para avaliar o efeito de quercetina sobre a habilidade de Lys49-sPLA2 induzir ou
inibir a agregacdo plaquetaria foi testada somente o processo de pré-incubagdo. A Figura
50(a) e 50(b) mostra a agregacdo plaquetdria induzida pela sSPLA2 de Bothrops pirajai
nativa e SPLA?2 tratada com quercetina, respectivamente, em trés diferentes concentracoes.

sPLA?2 nativa mostrou baixa habilidade em induzir agregacdo quando comparado com
sPLA2 de Crotalus durissus terrificus, pois enquanto sPLA2 de Cdt induziu 70% de

agregacdo na concentragdo de 15ug/uL sPLA2 de Bothrops pirajai induziu somente 16%
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na concentracdo de 40ug/ulL. Com relagdo a quercetina, pode se observar que a a¢do do

composto foi praticamente nula sobre essa sSPLA2, jd que na concentracdo de 40ug/uL a

sPLA2 nativa induziu 16% de agregacdo enquanto que a SPLA2 com quercetina 13% e que

na concentragdo de 25ug/uL foi 8% para sPLLA2 nativa e 7% para a SPLA2:Q.
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Figura 50: Ensaio de agregacdo plaquetdria. (a) SPLA2 nativa; (b) sPLA2 com quercetina.

Concentragao das sPLA2: 1ug/ul
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5¢c— DISCUSSAO

Nesta parte do trabalho, uma sPLA2 cataliticamente inativa (Lys49) foi purificada do
veneno de Bothrops pirajai e tratada quimicamente com a quercetina. Apds o tratamento,
andlise de dicroismo circular ndo mostrou modifica¢do na estrutura secundaria da proteina.
Entretanto, uma grande modificacdo foi observada na estabilidade da proteina apds
tratamento com quercetina. Os resultados indicam que a altas temperaturas a Lys49-sPLA2
de Bothrops pirajai sofre uma desnaturacdo irreversivel, porém essa desnaturagcdo se torna
reversivel apds tratamento com quercetina, sugerindo que ao interagir com proteina, a
quercetina permite uma maior estabilidade de sua estrutura. Andlise da fluorescéncia
intrinseca do triptofano também foi realizada a fim de se observar mudangas em nivel de
estrutura tercidria. Devido ao seu anel aromdtico, triptofano € geralmente encontrado
parcialmente ou totalmente enterrado na parte hidrofobia da proteina, assim ele pode
tornar-se mais ou menos exposto dependendo das condi¢cdes do meio (Royer, 2006). Apds
tratamento com quercetina, foi observada um aumento no espectro de fluorescéncia,
indicando mudancas na estrutura da proteina levando a uma maior exposi¢do do residuo de
triptofano.

O tratamento com quercetina praticamente ndo causou mudangas na atividade
enzimdtica da Lys49-sPLA2 (dados nao mostrado), resultado esperado, uma vez que a
presenca deste ligante ndo € o fator responsdvel pela baixa atividade enzimética e sim a
substituicdo de uma lisina na posi¢do 49 ao invés de um 4cido aspértico. Como sugerido
por Ward (1998) a presenca da Lys-49 impede a ligacdo do cédlcio com a proteina, co-fator

responsavel para a atividade enzimédtica da sPLA2.
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Desde a descoberta da sSPLA?2 cataliticamente inativa em 1984, muito se tem estudado
para entender o mecanismo farmacoldgico que acompanha as Lys49. Em algumas
serpentes, a hidrélise de fosfolipidios ndo € essencial para atividade farmacoldgica, sendo
observada formacdo de edema e degranulacdo de mastocitos, mostrando uma dissociagao
entre a atividade catalitica e farmacoldgica (Teixeira, 2003). Esse fato foi refor¢ado através
de modificagdes nos residuos de His, Lys, Tyr e Trp de Lys49-PLA2 em que as atividades
bioldgicas e catalitica foram afetadas em diferente extensao (Soares et al., 2001). Landucci
et al., (1998), mostrou que uma sPLA2-Lys49 de Bothrops jararacussu induz edema de
pata e de pele em camundongos, sem apresentar atividade catalitica.

Apesar da falta de atividade enzimdtica, a Lys49-sPLA2 apresentou formacdo de
edema e que esse edema foi potencializado apds tratamento com quercetina. Acreditamos
que ao se ligar nessa sPLA2, a quercetina causa modificacdes na estrutura da proteina,
deixando a regido responsdvel pela formagao de edema mais exposta e conseqiientemente
levando ao aumento do edema.

Dentre as atividades farmacoldgicas, a de miotoxidade também apresenta
independéncia da atividade catalitica (Gutierrez e Owby, 2003). Nossos resultados mostram
que a Lys49-sPLLA2 de Bothrops pirajai apresenta atividade miotéxica, sendo essa pouco
alterada (diminuicao de 12%) apds tratamento com quercetina. O processo de co-incubagao
causou uma diminui¢ao de 14,30%, sugerindo que o pré-tratamento nao € fundamental para
uma maior inibi¢do da atividade.

A sPLA2 do veneno de serpente pode induzir ou inibir (Lu et al, 2002) a agregacao
plaquetdaria, ou mesmo induzir ou prevenir essa agregaciao, dependendo da concentracio

usada (Iatridis et al, 1976). Algumas sPLA2 cataliticamente inativas induzem forte
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agregacdo plaquetdria, provando que o sitio catalitico ndo é importante para esse efeito
(Santos et al, 2007). Porém, algumas sPLA2 como BthTX-I (Bothrops jararacussu) e
PrTX-II (Bothrops piraji) induzem uma baixa agregacdo (dos Santos et al., 2008). Os
resultados mostraram que a Lys49-PLA2 nativa na dose de 40ug/uL induziu uma
agregacdo baixa. O tratamento com quercetina ndo alterou os resultados de agregacao,
sugerindo que esse composto ndo interage com o sitio farmacolégico referente a agregacao
plaquetaria. Entretanto, pouco se tem na literatura sobre a agregacdo plaquetdria dessa
sPLA2, sendo necessdrio estudos complementares para melhor entender seu

funcionamento.
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6c— CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados nos permitem concluir que:

1) O processo de pré-incubacdo com quercetina causou modificagdes na estabilidade
térmica da Lys49-sPLA?2, deixando a estrutura mais estavel em altas temperaturas. Além
disso, quercetina tornou reversivel a desnaturacio da enzima.

2) Quercetina ndo afeta de maneira significativa os efeitos farmacoldgicos induzidos
pela Lys49-sPLA2.

3) A quercetina tem maior efeito sobre a SPLA2 de Crotalus durissus terrificus do
que de Bothrops piraji.

4) Uso de polifendlicos similares podem agir como possiveis inibidores de sPLA2.
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As polyphenolic compounds isolated from plants extracts, flavonoids have been applied to various phar-
maceutical uses in recent decades due to their anti-inflammatory, cancer preventive, and cardiovascular
protective activities. In this study, we evaluated the effects of the flavonoid quercetin on Crotalus durissus
terrificus secretory phospholipase A2 (sPLA2), an important protein involved in the release of arachidonic
acid from phospholipid membranes. The protein was chemically modified by treatment with quercetin,
which resulted in modifications in the secondary structure as evidenced through circular dichroism. In

’:;ﬂ””ms" addition, quercetin was able to inhibit the enzymatic activity and some pharmacological activities of
Crotatus durissus terrificus sPLAZ, mc!udlng its antibacterial activity, its ability ta_mduce platelet aggregation, and_nt_s myotoxicity
Quercetin by approximately 40%, but was not able to reduce the inflammatory and neurotoxic activities of sPLAZ.

These results suggest the existence of two pharmacological sites in the protein, one that is correlated
with the enzymatic site and another that is distinct from it. We also performed molecular docking to
better understand the possible interactions between quercetin and sPLAZ. Our docking data showed the
existence of hydrogen-bonded, polar interactions and hydrophobic interactions, suggesting that other
flavonoids with similar structures could bind to sPLA2. Further research is warranted to investigate the
potential use of flavonoids as sPLA2 inhibitors.

Pharmacological sites
Molecular docking

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction ity to mammalian phospholipases [4,5]. However, in contrast to

their mammalian counterparts, several snake venom PLAZs are tox-

Phospholipases A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) are small proteins that
catalyze the hydrolysis of glycerophospholipids at the sn-2 posi-
tion in a Ca2*-dependent reaction, releasing lysophospholipids and
fatty acids [1-3]. These enzymes are the main component of snake
venom and have been investigated not only because they have
a wide range of biological effects, but also due to their similar-
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ins that induce pharmacological effects [6] through arachidonic
acid metabolism leading to the production of various lipid pro-
inflammatory mediators such as prostaglandins, thromboxanes
and leukotrienes [7]. Recent studies have shown that inhibition of
cytosolic PLA2 (cPLA2) leads to a decrease in eicosanoid levels and,
reduced inflammation [8].

Due to the role of PLA2s in the inflammatory process, there is
pharmacological interest in PLA2 inhibitors, and among these, the
flavonoids have been successfully studied. Flavonoids are widely
produced in plants tissues making them suitable targets for phar-
maceutical extraction and chemical synthesis [8,9]. The inhibitory
effect of flavonoids on secretory PLA2 (sPLA2) was reported by Gil
et al. [10], and Lindahl and Tagesson [11]. Their results showed
that inhibition of sPLA2 from different sources following incu-
bation with various flavonoids is dependent on the 5-hydroxyl
group as well as the double bond and the double-bonded oxygen
in the oxane ring, and that the hydroxyl groups at the 3'- and 4'-
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position are required for selective inhibition of PLAZ [11]. However,
the exact mechanism by which flavonoids inhibit PLA2Z remains
unclear. Iglesias et al. [12] showed that morin modifies the sec-
ondary structure of sPLA2 from Crotalus durissus cascavella venom,
but did not significantly affect its pharmacological activities.

Although there are studies of flavonoids as PLAZ2 inhibitors, the
mode of binding of flavonoids to PLA2 as well as their inhibitory
mechanism is still not clear. The aims of this article are to inves-
tigate the effect of quercetin, a widely spread flavonoid, on the
structure and function of a sPLA2 isolated from Crotalus duris-
sus terrificus, to increase our understanding of the mode action
of polyphenolic compounds on the snake venoms, and to evalu-
ate therapeutic application against the symptoms caused by snake
bites. In the last decades the action of guercetin on the PLA2 has
been studied. In 1993 Lindahl and Tagesson |13] showed that
quercetin is a potent inhibitor of PLAZ (group II) from Vipera russuli.
In addition, Lattig et al. [8] showed through computational stud-
ies chemical interactions between humans’ sPLA2 and quercetin.
Due to these characteristics, quercetin has been chosen as flavonoid
model. Moreover we also propose, through high-resolution three-
dimensional (3D) data (molecular docking), a structural model
for understanding the molecular interactions between sPLA2 and
quercetin, and how it can influence enzymatic and pharmacological
activities of sPLAZ.

2. Materials and methods
2.1. Venom, animals and reagents

C. durissus terrificus venom was purchased from Bio-Agents
Serpentarium ({Batatais, 5do Paulo, Brazil). Analytical HPLC- and
sequencing-grade solutes and solvents were purchased from vari-
ous suppliers (Bio Rad, Sigma Aldrich, Boehringer Mannheim, and
Applied Biosystems). Female Swiss mice (18-20g) used in the
pharmacological assays were obtained from the Multidisciplinary
Center of Biological Investigations (CEMIB-UNICAMP) and male
chicks were obtained from Itu farm in Campinas City. All animal
experiments were approved by the Ethics Committee of State Uni-
versity of Campinas (53o Paulo, Brazil) under the number 1916-1.

2.2. Purification of sPLA2

Whole C. durissus terrificus venom was first fractioned as previ-
ously described by Toyama et al. [14]. Dried venom (45 mg) was
dissolved in ammonium bicarbonate buffer (1.0M; pH 8.0) and
clarified by centrifugation {4500 x g for 1 min). The sPLA2 from C.
durissus terrificus was eluted using a non-linear gradient of ace-
tonitrile 66% in 0.1% of trifluoroacetic acid (TFA) by reverse-phase
chromatography using a Supelco €5 column (0.10 cm = 25 cm) with
flow rate of 1 mL/min with absorbance monitoring at 280 nm. The
resulting PLA2 was termed sPLA2 and its purity was evaluated by
SDS-PAGE.

2.3. Incubation of sPLA2 with quercetin and purification of
modified sPLA2

The incubation of sSPLA2 with quercetin (mol:mol) was accord-
ing to the procedure described by Zhao et al. [15]. Quercetin
was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), and its concentra-
tion never exceeded 1% during incubation. Quercetin (400 plL of a
0.1 mM solution) was added to 400 p.L of a homogenized, purified
sPLA2 solution (1 mg/mL). The mixture was incubated for 90 min
at room temperature, and 200-pL samples of this mixture were
loaded onto a preparative reverse-phase column to separate the
treated enzyme (sPLA2:Q) from guercetin. After column equilibra-
tion with HPLC buffer A (aqueous 0.1% TFA), samples were eluted

using a discontinuous gradient of HPLC buffer B (66.6% of ace-
tonitrile in 0.1% TFA) at a constant flow rate of 1.0 mL{min. The
chromatographic run was monitored at 280 nm.

2.4. Electrophoresis

Electrophoresis was carried out following the Laemmli method
[16]. The degree of purity of fractions was assessed by discontinu-
ous electrophoresis using a final acrylamide concentration of 12.5%
in the resolving gels (1.0 M Tris-HCI, pH 8.8) and 5% in the stacking
gel (0.5M Tris-HCI, pH 6.8). Electrophoretic separation was carried
out in a 250 Mighty Small (Hoefer Scientific Instruments) for SD5-
PAGE. All samples and the molecular marker were treated with SDS
and 1.0 M dithiothreitol (DTT}), and the run was conducted at 60 mA
for stacking gel and 90 mA for running gel. After electrophoresis,
samples were stained with Coomassie brilliant blue R-250.

2.5. Circular dichroism spectroscopy

sPLA2 and sPLA2:Q(sPLA2 +quercetin) were dissolved in 10mM
sodium phosphate buffer (pH 7.4) and final protein concentrations
were adjusted to 8.7 mM. After centrifugation at 4000 x g for 5 min,
samples were transferred to a 1-mm path length quartz cuvette.
Circular dichroism spectra in the wavelength range 185-300 nm
were acquired in-house with a J720 spectropolarimeter (Jasco
Corp., Japan) using a bandwidth of 1 nm and a response time of
1s. Data collection was performed at room temperature, with a
scanning speed of 100 nm/min. Nine scans were obtained for each
sample, and all spectra were corrected by subtracting buffer blanks.

2.6. Intrinsic fluorescence.

The relative intrinsic fluorescence intensities of sPLA2 and
sPLA2:0) were monitored with a Varian Cary Eclipse. The proteins
were solubilized in water at room temperature. The measurements
were performed in a 1.5-mL 1-cm path length quartz cuvette. Flu-
orescence was measured between 300 and 450 nm after excitation
at 280 nm.

2.7. Mass spectrometry

The molecular mass of sPLAZ and sPLA2:() were determined by
matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight (MALDI-
TOF) mass spectrometry using a Voyager-DE PRO MALDI-TOF mass
spectrometer (Applied Biosystems). One microliter of samples
(sPLAZ and sPLAZ2:Q) in 0.1% TFA was mixed with 2 pL of the matrix
o-cyano-4-hydroxycinnamic acid, 50% acetonitrile, and 0.1% TFA
{w/v). The matrix was prepared with 30% acetonitrile and 0.1% TFA
{w/v). lon masses were determined with an acceleration voltage of
25kV, the laser operated at 2890 pJ/com2, a 300-ns delay, and the
linear analysis mode.

2.8. Measurement of sPLAZ activity

sPLA2 activity was measured following the protocol described
by Lee et al. [17] and modified by Toyama et al. [14] in 96-
well plates, using 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid (4N30BA,
BIOMOL, USA) as substrate. Enzyme activity, expressed as the ini-
tial velocity of the reaction (Vo), was calculated based on the
increase in absorbance after 20 min. All assays were performed
with absorbance at 425 nm using a SpectraMax 340 multiwell plate
reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). After the addition of
native or treated sPLA2 (20 pug ). the reaction mixture was incubated
for up to40 min at 37 °C and the absorbance read at 5-min intervals.
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2.9. Antibacterial activity

The antibacterial activity was assayed as described by Santi-
Gadelha et al. [18] and the structural modification was done
following the method of Toyama et al. [19]). Clavibacter michiga-
nensis michiganensis cells were harvested from fresh agar plates
and suspended in sterile distilled water (Aggonm =3 » 10% CFU/mL).
Aliguots of bacterial suspension were diluted to 10° colony-
forming units/mL (CFU/mL) and incubated with sPLAZ or sPLAZ:Q}
samples (75 pg/mL) for 60 min at 28 °C. Survival was assayed on
nutrient agar (Difco) plates (n=5). For both antibacterial assays,
electron microscopy assessments of morphologic alterations were
performed in the presence of saline (negative control), quercetin
(100 pM, quercetin control), sPLA2, and sPLAZ:Q.

2.10. Paw edema assay

Paw edema assays were performed with the aim of evaluate
the inflammatory activity induced by sPLAZ2. For this assay female
Swiss mice were used, since they show a lower aggressive behavior
than male mice. Paw edema was induced by a single subplan-
tar injection of 25 L sPLAZ2 or sPLA2:Q) (25 pg/paw). Paw volume
was measured immediately before the injection and at selected
time intervals thereafter (30, 60, 120, 180, and 360 min) using a
hydroplethysmometer {model 7150, Ugo Basile, Italy). All sam-
ples were dissolved in sterile saline solution (0.9%). Results were
expressed as the increase in paw volume (pL) and calculated by
subtracting the basal volume from the volume following treatment.

2.11. Neurotoxic effect assay

Male chicks (4-8 days old) were killed with ether, and the
biventer cervicis muscle was removed [20] and mounted under a
resting tension of 1 g in a 4 mL organ bath containing aerated (95%
07 +5% COz) Krebs solution (118.7 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.88 mM
CaClz, 1.17 mM KHz2PQ4, 1.17 mM Mg504, 25.0mM NaHCO; and
11.65mM glucose, pH 7.5) at 37 °C. A bipolar platinum ring elec-
trode was placed around the tendon, which ran the length of
the nerve trunk supplying the muscle. Indirect stimulation was
applied with a Grass 54 stimulator (0.1Hz, 0.2 ms, 3-4 mV). Mus-
cle contractions and contractures were recorded by connecting the
preparation to a force displacement transducer {Narco Biosystems
Inc.) coupled to a Gould RS 3400 recorder. Contractures to exoge-
nous acetylcholine (ACh, 55 or 110 uM for 60 5) and KC1 {5 mM for
120-1305s) were obtained in the absence of nerve stimulation prior
tothe addition of sPLAZ or sPLA2:Q (10 pug/mL) and at the end of the
experiment. The preparations were allowed to stabilize for at least
20 min before the addition of Ach, KCl, or a single concentration
(10 pg/mL) of the compounds.

2.12. Platelet aggregation studies

Platelet aggregation activities were assayed as described by
Toyama et al. [19]. Briefly, venous blood was collected with
informed consent from healthy volunteers who denied taking any
medication in the previous 14 days. Collected blood was immedi-
ately transferred into polypropylene tubes containing one-tenth
of final volume of acid citrate dextrose (ACD-C; citric acid 3%,
trisodium citrate 4%, glucose 2%; 1:9 vjv). Platelet-rich plasma
(PRP) was obtained by centrifuging whole blood at 200 = g for
15 min. PRP was washed in a wash buffer solution (NaCl 140 mM,
KCl 5mM, sodium citrate 12 mM, glucose 10mM and saccharose
12 mM; pH 6; 5:7 v/v) and centrifuged at 800 x g for 12 min at 20=C.
The platelet pellet was gently resuspended in Krebs-Ringer solu-
tion and counts were performed on a Neubauer chamber. The final
platelet suspension was adjusted to 1.2 = 10® platelets/mL. Platelet

agegregation was carried out using 400 p.L of the washed platelet
solution in a cuvette and incubated at 37 °C with constant stirring.
The desired concentration of protein was added 3 min prior to the
addition of a platelet aggregation inducer (thrombin). Aggregation
was subsequently recorded for 5-10min with an aggregometer
(Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA,
USA). Aggregation experiments were performed with a concentra-
tion of 15 pg/mL of sPLA2 and sPLA2:Q.

2.13. Myotoxic activity

The liberation of creatine kinase (CK) from damaged muscle
cells was followed by use of the CK-NAc kit (Laborlab) to mea-
sure the enzyme activity in mice plasma. Five groups of animals
(18-22 g) were injected in the right gastrocnemius muscle with
25plL of 1.0mg/mL of sPLAZ, sPLA2:Q), or quercetin (n=4) while
the control group received an equal volume of 0.15M NaCl. Blood
was collected from the tail after 1h into tubes containing heparin.
The amount of CK was determined using 4 pL plasma, which was
incubated for 3min at 37 °C with 1.0 mL of the reagent according
to the kit protocol. Activity was expressed in units per liter (UjL).

2.14. Molecular modeling (docking)

The structural optimization of the quercetin ligand was initially
achieved using the quantum chemical AM1 method [21] imple-
mented in the BioMedCache program (BioMedCache, 1989) with
default values for the convergence criteria. Docking calculations
were performed with the GOLD 4.0 program [22] to obtain the in
silico affinity of quercetin to the Crotoxin B target, a basic sPLA2
from C. durissus terrificus venom. This sPLA2 structure was taken
from the RCSB Protein Data Bank [PDB] under the PDB code 2Q0G.
The structure of the B chain was chosen for calculations, maintain-
ing the Ca?* ion and the water molecule number 188, located 3.16 A
from CaZ*.

Docking calculations were performed to consider the flexibility
of the quercetin ligand in such a way that torsions were consid-
ered active during the calculation. The active site was defined as
all atoms within a 10-A radius from His48, an important residue
according to the literature [23,24].

2.15. Statistical analyses

Results were reported as means + SEM of replicate experiments.
The significance of differences between means was assessed by
an analysis of variance, followed by a Dunnett's test when sev-
eral experimental groups were compared to the control group. The
confidence limit for significance was 5%.

3. Results
3.1. Purification of sPLA2 and Incubation of sPLA2 with quercetin

sPLAZ was isolated from C. durissus terrificus venom through
reverse-phase chromatography (Fig. 1a) and its enzymatic activity
was evaluated using 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid (4N30BA)
as a substrate. SDS-PAGE revealed the presence of one protein band
with a molecular mass of 14 kDa (Fig. 1c), corresponding to sPLAZ2.
After incubation with quercetin, sPLA2:Q (sPLA2+quercetin)
eluted at 23.7 min whereas sPLAZ2 had a retention time of 24.2 min
(Fig. 1b). This difference indicates an interaction between sPLA2
and quercetin, which changed the hydrophobicity of sPLAZ.
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Fig. 1. Purification and chemical modification of secretory phospholipase A2
(5PLA2). (a) Fractionation of whole venom was performed by reverse-phase HPLC
{C5 column 0.10 cm = 25 cm) using a non-linear concentration gradient of buffer to
obtain a high purity protein. (b) Reverse phase HPLC profile of sPLA2 before and after
modification with quercetin. {c} Tricine SDS-PAGE of sPLAZ from Crotalus durissus
terrificus.

3.2. Circular dichroism spectroscopy

The effect of quercetin on the sPLA2 structure was evaluated
by absorption spectra of sPLA2 and sPLA2:0Q, circular dichroism,
and fluorescence spectroscopy. As shown in Fig. 2a, few modi-
fications were observed in the 270-280 nm wavelength region.
However, some changes were observed on CD and fluorescence
spectra after treatment with quercetin. CD spectra analysis showed
maodifications mainly in the region corresponding to the a-helices,
suggesting that quercetinis able to induce changes in the secondary
structure of this enzyme (Fig. 2b).

3.3. Intrinsic fluorescence

The presence of aromatic amino acids such as tryptophan and
tyrosine in the protein chain allows the use of fluorescence spectra,
which is sensitive for the investigation of protein conformation and
ligand binding. Fig. 3a shows an increase in the intensity of fluores-
cence emission spectra after treatment with quercetin, suggesting
that this flavonoid is able to change the structure of the protein
at the tertiary structure level, however, fluorescence spectrum of
quercetin has shown that this compound has a peak of fluores-
cence near the region of the tryptophan and possibly contributes
to increase the fluorescence observed.

3.4. Mass spectrometry

Mass spectrometry by MALDI-TOF indicated that the exact
molecular mass of the native protein is 14,425.56 Da while that

of sPLA2:Q is 14,727.79 (Fig. 3b), an increase of 302.23 Da in sPLA2
treated with quercetin, suggesting that one molecule of quercetin
is bound to the protein structure.

3.5. Measurement of sPLAZ2 activity and antibacterial activity

The effect of quercetin on sPLAZ enzymatic activity was evalu-
ated. Both enzymes, sPLA2 and sPLA2:() exhibit allosteric behavior
(Fig. 4a), and quercetin strongly inhibits sPLA2 activity. The max-
imum velocity after 20min for sPLA2 was 0.330+0.04 vo/mol
whereas for sPLA2:Q) was 0.196 £ 0.02 vo/mol, showing a signif-
icant decrease of 40%. To analyze possible correlations between
the enzymatic activity of sSPLA2 and its antibacterial activity, bacte-
rial viability was tested by CFU counting. The assay was performed
using C. michiganensis michiganensis (Gram-positive). As shown in
Fig. 4b, sPLA2 has a higher inhibitory potential on bacterial growth
than sPLA2:(Q), since sPLA2 decreased CFU levels to 9.8% (90.2% inhi-
bition) compared to 63.5% (only 36.5% inhibition)) for sPLA2:Q).
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Fig. 2. UV/vis absorption and circular dichroism (CD) spectra. (a) Absorption spec-
trum of sPLAZ and sPLA2 after treatment with quercetin (sPLAZ:Q) at wavelength
intervals 200-300nm. The proteins were analyzed at 280 nm. (b) CD spectra of
native sPLAZ and sPLA2:(). Data over the range 185-280nm are shown. The CD
spectra are expressed in theta machine units in millidegrees.
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Fig. 3. Intrinsic fluorescence and mass spectrometry. (a) Intrinsic fluorescence of
native sPLAZ and sPLAZ:Q was measured with excitation at 280 nm and emission
monitoring between 300 and 450nm. (b) MALDI-TOF mass spectrometry analysis
of native sPLA2 and sPLA2:() shows a difference between the molecular masses
correspending to one molecule of bound gquercetin.

3.6. Paw edema assay

Since flavonoids have shown a good capacity to inhibit sPLA2
and consequently decrease its pro-inflammatory activity [13,25],
the effect of quercetin on sPLA2 was evaluated. Following subplan-
tar injections on Swiss mice, sPLA2 had a huge potential to induce
edema after 60 min (Fig. 5a). Under the same experimental con-
ditions, sPLA2:Q did not show a decrease in edema effect, but the
maximum edema was observed after 30 min.

3.7. Neurotoxic effect assay

When the neurotoxic activity was evaluated, both sPLA2 and
sPLA2:Q induced neuromuscular blockage, but sPLA2 induced a
faster effect at 80 min, whereas sPLA2:Q had a similar behavior at
100 min (Fig. 5b), suggesting that quercetin changed the velocity of
native sPLA2 binding to the neurotoxic site of chick biventer mus-
cle. However, this change is not able to abolish the neurotoxic effect
of sPLA2.

3.8. Platelet aggregation studies

In order to evaluate the anti-coagulant potential induced by
sPLA2 were performed platelet aggregation assays. The results have
shown that sPLA2 from C. durissus terrificus has a moderate abil-
ity to cause aggregation of washed platelets. While sPLA2 from
C. durissus cascavella induces about 85% aggregation at 3 pg/pl

[26], sPLA2Z from C. durissus terrificus induced 70% aggregation at
a concentration of 20 pg/pl. Treatment with quercetin decrease
this effect, with 32% aggregation induced by sPLA2:Q at the same
concentration (Fig. 5c).

3.9. Myotoxic activity

The ability of sPLA2 to cause myonecrosis was also evaluated
through measurement of released creatine kinase. Fig. 5d shows
that sPLA2 induces an increase in plasma creatine kinase levels
of 821.39+107.8U/L, indicating its ability to cause muscle dam-
age. Treatment with quercetin significantly decreased the creatine
kinase levels measured to 492.28 + 71.5U/L, a 40% decrease.

3.10. Molecular modeling (docking)

In order to analyze possible intermolecular interactions
between sPLAZ and quercetin, we performed in silico studies using
molecular modeling (docking). The best docking solution for the
quercetin ligand is shown in Fig. 6a. The GOLD score for this result
was 43.94, showing good affinity for the target. The presence of
several important intermolecular interactions such as (i) hydrogen
bonds with residues Cys45 and His48 at 2.69 and 3.00 A, respec-
tively: (ii) hydrogen bond with water molecule 188 at 3.16 A; (iii)
one polar contact with Ca2* ion at 3.19A; and (iv) hydrophobic
interactions with residue Phe5 can account for the stability of the
quercetin-sPLA2 complex (Fig. 6a and b).

4. Discussion and conclusions

In this study, sPLA2 from C. durissus terrificus was modified
by quercetin, a flavonoid known for its anti-inflammatory activ-
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Fig. 5. Pharmacological assays. (a) Paw edema induced after the injection of sPLA2
and sPLA2:(} (25 pg/paw) into the right paw of Swiss mice. Measurements were
done after 30, 60, 120, 180 and 240 min, with no differences observed after treat-
ment with quercetin. (b) Neurotoxic effect of sPLAZ and sPLAZ2:0() on chick biventer
cervicis muscle. Results were expressed as the percentage change in twitch tension.
(c) Percent platelet aggregation caused by native sPLA2 and sPLAZ:(). The washed
platelets assay was performed with venous blood collected from healthy volun-
teers and the concentration of both proteins was 15 pg/mL (d) Myonecrosis was
assayed based on the creatine kinase levels in Swiss mice. Twenty-five micrograms
of native sPLAZ, sPLA2:(), and pure quercetin were injected into the gastrocnemius
muscle. Results were expressed as units of enzymatic activity per liter (U/L). Error
bars indicate the SEM. *P< 0.05 compared to sPLA2 activity.

ities. Treatment with quercetin resulted in modification of the
protein secondary structure as observed in circular dichroism
assay (Fig. 2b). Similar results were observed by Iglesias et al.
[12] with sPLA2 from C. durissus cascavella after modification with
the flavonoid morin. Although a secondary structure modification
could be observed, the results do not allow concluding about ter-
tiary structure modification, once the fluorescence spectrum of
quercetin has shown that this compound has a fluorescent peak
near the region of the tryptophan, suggesting that the increase in
the total fluorescence of the protein might be caused due to the
bonding of quercetin.

Treatment with quercetin led to a decrease of about 40% in sPLA2
enzymatic activity, similar to p-bromophenacyl bromide ( p-BPB),
a PLA2 inhibitor. Docking studies suggest that quercetin binds in

the vicinity of the His48 residue, leading to inhibition of enzymatic
activity. As shown by Verheij et al. [23], and Scott and Sigler [24],
these amino acids are fundamental to enzymatic activity; His48 is
involved in the first step of the enzymatic mechanism, and Asp49
is important for binding to Ca2*, a cofactor. It seems that quercetin
bound to sPLA2 interferes with the binding between the protein and
its substrate. Soares et al. [27] suggested that enzymatic activity is
not required for antibacterial activity after chemical modification
with BPB and EDTA in a C. durissus terrificus sPLA2 isoform, and
the same was observed by Diz Filho et al. [28] for Crotalus durissus
ruruima. However, our results show correlation between the enzy-
matic and antibacterial activities against Gram-positive bacteria.
Treatment of sSPLAZ with quercetin decreased both these activities.
According to Buckland and Wilton [29], mammalian PLAZ phos-
pholipid hydrolysis is correlated with antibacterial activity because
both are calcium dependent. We believe this isoform behaves as a
mammalian PLAZ2 in this respect.

Several studies have investigated the anti-inflammatory effects
of flavonoids as well as their effect on both catalytic and phar-
macological activities of PLA2 [8,11,12,30,31]. According to these
models, quercetin molecules would interact with the enzymatic
site thus affecting enzymatic and pharmacological activities. Our
results have showed that some pharmacological activities such as
inflammatory and neurotoxicity were not inhibited after treatment
with quercetin. This result corroborates the proposal by Ohno et al.
[32], who suggested the existence of a distinct pharmacological site

Fig. 6. Molecular docking. (a) Best docking solution for quercetin (stick model) and
important interacting residues of the Crotoxin B target, besides Ca®* ion and water
oxygen. (b) Detailed view, with hydrogen bonds {distances in A) shown as lines not
involving the Ca?* ion. Hydrogen atoms were omitted for clarity and the lines linked
to the Ca®* ion represent the coordination polyhedron.
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near the C-terminal region of PLA2 away from the catalytic site.
After modifications with 7-hydroxycoumarin, Toyama et al. [31]
observed that decreasing the enzymatic activity had not suppressed
the pharmacological effect of PLA2, suggesting the presence of a
distinct site. Although the inflammatory and neurotoxic effects
were unchanged after treatment with guercetin, the myotoxic and
platelet aggregation effects were decreased by 40% and 55%, respec-
tively, indicating dependency on the enzymatic activity. We believe
that perhaps both the myotoxic and the platelet aggregation sites
are located in a second pharmacological site near the calcium bind-
ing loop as proposed by Valentin and Lambeau [33]. Thus, after
binding to the protein near that region, quercetin affects this site
more directly leading to considerable changes in these activities.

Molecular docking has been used during the last decades due to
its importance in elucidating, through computational approaches,
the best matches for protein-ligand interactions [34]. In this study,
molecular docking was an important tool in evaluating the inter-
actions between sPLA2 and quercetin. Our result agrees with that
observed by mass spectrometry, showing that one molecule of
quercetin is binding to the protein. Additionally, molecular dock-
ing was useful in elucidating some important interactions between
sPLAZ and quercetin, which allowed better understanding of the
molecular reasons for the effects of quercetin as well as other struc-
turally similar flavonoids that could be studied in the future.

The results shown here led us to conclude that quercetin binding
to the protein decreased the catalytic activity of sSPLAZ from C. duris-
sus terrificus. This sPLA2 probably has two distinct pharmacological
sites: one responsible for effects such as platelet aggregation,
myotoxicity, and antibacterial activities; and another responsible
for inflammatory and neurotoxic effects. We believe the first one
is located near the calcium-binding loop region and consequently
near the catalytic site where quercetin binds to the protein, thus
leading to a loss of activities dependent on this site. The second
one, we believe is located near C-terminal region, away from where
quercetin binds, and is not directly or indirectly affected by the
quercetin binding to the catalytic site. Other flavonoids with very
similar chemical structures have a potential to interact with sPLA2
from serpents. Further docking studies with new molecules of this
class could be useful in predicting how potent these compounds
could be as sPLA2 inhibitors. Although our study clarifies some
aspects of the chemical and pharmacological interactions between
a flavonoid and a sPLA2, further studies are necessary to better
understand the action of flavonoids on sPLA2 activities.
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Abstract: In this work we have characterized the action of the naringin. a flavonoid found
in grapefruit and known for its various pharmacological effects. which include antioxidant,
blood lipid lowering and anticancer activity, on the structure and biochemical activities of
a secretory phospholipase A (sPLA2) from Crotfalus durissus cascavella. an important
protein involved in the releasinge of arachidonic acid in phospholipid membranes. sPLA2
was incubated with naringin (mol:imol) at 37 °C and a discrete reduction in the UV
scanning signal and a modification of the circular dichroism spectra were observed after
treatment with naringin, suggesting modifications of the secondary structure of the protein.
This flavonoid was able fo decrease enzymatic activity and some pharmacological effects,
such as myonecrosis. platelet aggregation. and neurotoxic activity caused by sPLAZ2.
however, the inflammatory effect was not affected by naringin. In addition. small angle X-
ray scattering (SAXS) data were collected for sPLA2 and naringin-treated sPLA2 to
evaluate possible modifications of the protein structure. These structural investigations
have shown that sPLA2 is an elongated dimer in solution and after treatment with naringin
a conformational change in the dimeric configuration was observed. Our results suggest
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that structural modification may be correlated with the loss of enzymatic activity and
alterations in pharmacological properties.

Keywords: secretoy phospholipase A2: Crotalus durissus cascavella: naringin; enzymatic
activity pharmacological effects; small angle X-ray scattering

1. Introduction

Polyphenolic compounds. such as flavonoids and coumarins, are widely distributed in the plant
kingdom. Some of these compounds have interesting medicinal properties, exerting anti-
lipoperoxidant. anti-inflammatory. anti-allergic, antiviral. antibacterial. and anticancer effects [1].
Recent studies have shown that flavonoids from various plants induce an in vifro dose-dependent
inhibition of phospholipid hydrolysis mediated by both secretory and cytosolic phospholipasesA2
(sPLA2 and cPLAZ2, respectively) [2.3]. Flavonoids assayed in vive have also shown a significant anfi-
inflammatory effect against acute edema induced by carrageenan [4].

It has been shown that flavonoids inhibit group I sSPLA2s from porcine pancreas and Naja naja in a
different way from group II sPLA2 from Vipera russelii and Crotalus afrox. The most important
regions involved in the inhibition of sSPLA2 were reported to be hydroxyl groups in the 30- and 40-
positions [5.6]. In addition. Iglesias ef al. [7] showed that flavonoids such as morin modify the
secondary structure of snake venom sPLA2 similarly to sPLA2 when modified with 7-hydroxy
coumarin [8]. Group II sPLA2 enzymes have been found at inflammatory sites in animal models, as
well as in synovial fluid from patients with rheumatoid arthritis and various human inflammatory
diseases in which a correlation between serum sPLA2 levels and disease activity is observed [9.10].
Moreover. exogenous administration of SPLA2. such as snake venom sPLA?Z. induces or exacerbates
the inflammatory response in animals [11.12]. Structural analyses have revealed that snake venom
sPLA2s have a similar molecular profile as human secretory PLA2s as well as a conserved catalytic
site [13].

Naringin, hesperidin. and neochesperidin have been described as some of the most abundant
flavanones found in the Cifrus genus. and are responsible for many of the pharmacological properties
of Cifrus flavonoids. These flavanones are particularly interesting because of their antitumoral and
anti-inflammatory effects, which are linked to the abilities of these compounds to inhibit enzymes
involved in cell activation [14]. Because sPLA2 from snake venom has been characterized as a pro-
inflammatory inducer, we investigated for the first time the effect of naringin on the edematogenic
activity of sPLA2 from Crofalus durissus cascavella venom and evaluated other biological and
pharmacological activities induced by this protein.

In addition. we also investigated the structural modification induced by this polyphenolic compound
on the structure of sSPLA2. Like other flavonoids, naringin displays a combination of multiple hydroxyl
groups substituting a ketone-containing flavonoid skeleton and a glycoside group [15]. Reports on
flavonoid structure—function relationships have demonstrated that antioxidant activities and enzyme
inhibition are dependent on particular tlavonoid structural motifs, such as structure oxidation levels.
substituents (position, number. and nature of groups). and the presence of glycosylation [14]. Phenolics
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compounds. particularly flavonoids. have been shown to possess important antioxidant activity toward
free radicals, which are associated with the natural metabolism of aerobic cells [16].

To obtain structural information from native sPLA2 and sPLA2 after naringin treatment (sPLA2-
Nar), we used a variety of solution-based techniques. Because small angle X-ray scattering (SAXS) is
a sensitive technique for analyzing global shape and dimensions of macromolecules in solution [17].
we employed this method together with molecular modeling. circular dichroism, and bioinformatic
analysis.

Several sPLA2 crystallographic studies have been reported describing the main structural features
of this class of proteins [18] and the correlations with biochemical properties [19]. However. only a
few reports have been published regarding SAXS analysis of PLA2 [20.21]. In these studies, two
different oligomeric states were observed for sPLA2s in solution: monomeric for sPLA2 from
Cerrophidion godmani [20] and dimeric for sPLA2 from Bothrops jararacussu [21].

In addition. electrophoresis and spectroscopic studies have suggested that the dimer-like structure in
solution is common to sPLA2s from other snake venoms [22.23]. Two main different conformations
were reported using crystallographic models for these dimers: an extended conformation maintained
by polar interactions formed between the N-terminal helix regions and p-wing residues of each
monomer, and a compact dimeric organization of the molecules in which the hydrophobic channels are
buried [24.25]. In solution. however. only the compact conformation has been observed [21]. In this
paper. we describe a new extended dimer configuration for PLA2 in solution. The low resolution
model obtained for sPLA2-Nar presents an inferesting bending in comparison with the envelopes for
the native sPLA2 that seem to be correlated with the enzymatic and pharmacological alterations
observed in our studies.

2. Results and Discussion

Chemical treatment of purified sPLA2 with naringin was conducted as described by Iglesias ef al.
[7]. Under these conditions, a discrete decrease in the absorbance of sPLA2-Nar in the wavelength
region between 270-285 nm (Figure 1a) was observed. which can be attributed to the spectroscopic
absorption of the aromatic amino acid residues. Amino acid analysis indicated that naringin mainly
induced modification on the aromatic amino acid residues and histidines, similar to what was reported in
a previous study with morin [7]. However, we observed slight changes in serine composition (Figure 1b).

The enzymatic activity of native sSPLA2 was virtnally abolished by treatment with naringin. which
showed similar inhibition with p-BPB (Figure 2a: n = 12 experiments: p < 0.05). Native sPLA2
induced a moderate myotoxic effect (Figure 2b). Previous treatment of sPLA2 with naringin reduced
the myotoxic effect induced by sPLA2 2-fold., whereas p-bromophenacyl bromide (p-BPB) abolished
this effect (Figure 2b; n = 6 experiments; P < 0.05). Native sPLA?2 induced irreversible neuromuscular
blockage 70 minutes after injection of the toxin into chick biventer cervicis muscle (Figure 2c).
whereas sPLAZ2 treated with naringin induced a moderate blockage when compared to native sPLAZ.
Although both naringin and p-BPB virtually abolished the enzymatic activity of sPLA2. only p-BPB
treatment irreversibly abolished the neurotoxic effect induced by sPLA2 (Figure 2c: n = 6
experiments). Platelet aggregation induced by native sPLA2 was strongly reduced by treatment with
naringin and was abolished by treatment with p-BPB (Figure 2d. n = 4 experiments for each drug).
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Subplantar injections of treated and non-treated sPLAZ2 (5 pg/paw: n = 5) induced significant acu
edema (p < 0.05) when compared to the control (PBS) (Figure 3a). Naringin treatment induced a slig]
decrease in edema volume in comparison to native sPLA2. whereas p-BPB strongly reduced th
effect. On the other hand. previous injection of naringin into the paw affected the edema formation. |
this new assay. sPLA2-Nar prevented the edema induced by native sPLA2. whereas dexamethasor
(Dexa). a potent synthetic anti-inflammatory compound. significantly reduced this pharmacologic
effect (Figure 3b).

Figure 1. (a) Absorption spectra of sPLA2 and modified sPLA2 affer incubation with
naringin at wavelength intervals of 200-300 nm. The amino acid modification was
analyzed at 280 nm. (b) Amino acid composition of native sPLA2 and sPLA2-Nar. UNK
indicates unknown or unidentified peak or extra peaks. identifiesd by the PICO-TAG amino
acid analysis system.
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Figure 2. (a) Enzymatic activity. sSPLA2-Nar showed a significant decrease compared to
native sPLA2 and was similar to sSPLA2 treated with 4-bromophenacyl bromide (sPLA2-p-
BPB) (n = 12. *P < 0.05). (b) Measurement of creatine kinase (CK) activity from samples
of animals treated with saline (negative control). native sPLA2 (50 pL. 50 ng). or (sPLA2-
Nar: 50 uL. 50 pg). The last bar represents the effect of SPLA2 treated with p-BPB (50 nL.
50 pg). Results of creatine kinase levels were expressed as units of enzymatic activity per
liter (U/L) of blood. Each column represents six animals. and error bars indicate the S.E.M.
*P < 0.05 compared with sPLA2 native. (¢) Neurotoxic effect of sSPLA2 and sPLA2-Nar on
the chick biventer cervicis preparation. Results were expressed as a percent modification of
twitch tension, and each point represents the mean + S.EM. of five preparations.
* P < 0.05. (d) The washed platelets assay was performed with venous blood collected
from healthy volunteers. The blood was cenfrifuged in 3.8% ftrisodium-citrate for
10 minutes at 200 g. and the residue was centrifuged again for 20 minufes at 1.500 g.
Aggregations were performed using native sSPLAZ and sPLA2-Nar.
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Figure 3. (a) Rat paw edema induced by sPLAZ2 and sPLA2-Nar showed dose-dependent
edema with doses of 10 pg/paw. whereas p-BPB treatment virtually abolished the edema
induced by sPLA2. Observations were conducted at times of 30, 60, 90, 120, 180, and 240
minutes after injection. Results were expressed as the increase in paw volume (mL)
calculated by subtracting the basal volume. Each point represents the mean = S.E.M. of
four rats and *P < 0.05. (b) Effect of previous injection of dexamethasone or naringin
(3.0 mg/kg) before injection of native sPLAZ2. The results were expressed as microliters of
plasma protein extravasation. Each point represents the mean of four animals, and each

error bar indicates the S.E.M. *p < 0.05 compared with sPLA2 control.
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Native sPLA2 showed antibacterial activity against Xanthomonas axonopodis pv passiflora and
Streptococcus mutans. In both cases, we observed that sPLA2 induced a strong modification of the
bacterial cell membrane (Figure 4a and 4b). These results suggest that the enzymatic activity of sPLA2
is important for antibacterial activity. and that inhibition of sPLA2 enzymatic activity by naringin
virtually abolished its antibacterial activity (Figure 4a and 4b).

We also performed chemical analyses to better understand the effects observed on pharmacological
activities. Circular dichroism (CD) measurements of native sPLA2 and sPLA2-Nar showed a
significant decrease in the CD signal due to treatment with the flavonoid (Figure S5a). This
spectroscopic alteration suggests that the residues modified by naringin are important secondary
structural elements.

Mass spectrometry showed that sPLA2 had an increase in its mass-to-charge ratio after naringin

treatment in comparison with native sPLA2 (Figure 5b). Similar to the alterations observed in the CD
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spectra, the increase in the molecular mass of sPLA2 is a consequence of the chemical modification
induced by naringin.

The effect of naringin treatment on sPLA2 from C. d. cascavella was evaluated with a systematic
structural study. Despite several attempts to crystallize this protein, if was not possible to obtain a high
resolution model through X-ray crystallography. Therefore. we employed an alternative strategy to
acquire usetul structural information to interpret the biochemical and pharmacological results obtained.

Initially, we performed a homology modeling calculation and secondary structure analysis using
SWISS-MODEL and PSIPRED web servers. respectively. The C. d. cascavella sPLA2 homology
model was built based on the template structure of crotoxin B from Crofalus durissus terrificus snake
venom (PDB ID: 2QOG., chain C) [26]. which shows 90% sequence identity. According to secondary
structure prediction, the model of sSPLA2 from C. d. cascavella showed the same structural motifs of
PLAZ2: a B-wing, a hydrophobic channel. a caleium-binding loop. and C-terminal regions.

Figure 4. (a) Effect of naringin on the sPLA2 antibacterial activity against Staphyvlococeiis
mutans. b) Observed structural modifications induced by sPLA2 and sPLA2-Nar on
Xanthomonas axonopodis pv passiflorae. Saline was used as a control. CFU: Colony
Forming Unifs.

a)
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Figure 5. (a) CD spectra of native sPLA2 and sPLA2-Nar. Data over the range of
185-300 nm are shown. The CD spectra are expressed in ellipticity units in millidegrees.
(b) The mass measurement of native and naringin-treated sPLA2 by MATDI-TOFF mass

spectrometry resulting in a molecular mass of 14.678.14 Da for native sPLA2 and
14.687.34 Da for sPLA2-Nar.
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Structural information was also obtained using SAXS in which tertiary and quaternary structures of
native sPLA2 and sPLA2-Nar were investigated. The scattering curves for both native and treated
sPLA2 with the associated distance distribution functions. and Guinier and Kratky plots are shown in
Figure 6. The Guinier plot shown in the inset of Figure 6a exhibits a linear relationship within the
interval of 0.026 A-1 < q = 0.058 A-1 for sPLA2 and 0.026 A-1 < q < 0.056 A-1 for sPLA2-Nar.
which are characteristic of monodisperse systems and from which the radius of gyration (Rg) of 23 A
and 24 A were derived. respectively.
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Figure 6. Small Angle X-ray Scattering data plots. (a) Experimental scattering curves and
Guinier region with its linear data fit. (b) Distance distribution functions. p(r). (¢) Kratky
plot. Black squares represent the SAXS data for the native protein (sPLA2. ~4 mg/mL).
and the SAXS data for the protein after treatment with naringin (sPLA2-Nar. ~7 mg/mL)
are shown as gray circles.
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The p(r) functions calculated with GNOM from the scattering curves are shown in Figure 6b. For
both native sPLA2 and sPLA2-Nar. the Kratky plot exhibited a characteristic maximum of correctly
enovelated proteins (Figure 6¢). The radii of rotation calculated for several sPLA2 crystallographic
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models with different numbers of molecules in the asymmetric unit (ASU) (PDB ID: 1A2A. 1Bl
2QO0G, 1CL5, 1JIA, and 20QD) using the program CRYSOL led to a regular dependency of Rg
values with the number of molecules in the ASU: ~35 A for eight, ~30 A for six. ~25 A for four. from
18 to 24 A for two. and from 13 to 14 A for one molecule. suggesting that sSPLA2 from C. d. cascavella
in solution, before and after treatment with naringin. is composed of two polypeptide chains.

Determination of the molecular weight with the web tool “SAXS MoW™” confirmed that sSPLA2 and
sPLA2-Nar appear as dimers in solution at the concentrations evaluated. with an average molecular
weight of ~28 kDa. The expected molecular weight based on the amino acid sequence of sPLA2 is
28.9 kDa. Low resolution models recovered from scattering data showed an elongated shape as
expected by the distance distribution functions asymmetric format (Figure 6b). In addition. envelope
models of sPLA2-Nar were interestingly different from the native envelopes (Figure 7).

Figure 7. Superimposition of the dimeric high resolution model for agkistrodotoxin sPLA2
(PDB enfry 1BJJ. chains A and E) is shown as a cartoon, and SAXS envelopes are shown
in dark gray and light gray. (a) The native low resolufion model obtained is shown in dark
gray. (b) The envelope of the protein after treatment with naringin is shown in light gray.
Envelopes (left) are rotated clockwise by 90° around the y- (middle) and z-axes (right).
This figure was prepared using PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA.
http://www . pymol.org).

130



Molecules 2011. 16 748

According to our models. naringin appears to induce a conformational modification of sSPLA2 from
C. d. cascavella. To interpret such envelopes. different dimer configurations of several sPLA2
crystallographic models found in PDB were superimposed. including dimers formed by symmetric
mates (results not shown). Using the program CRYSOL to compare the experimental scattering data
and the scattering intensities computed from these models. the lowest discrepancy was found for the
dimer made of chains A and E of agkistrodotoxin from Agkistrodon halys pallas venom (PDB ID
1BJT) [27]. Analysis of protein assemblies and interfaces using the PISA web server suggested that
assembly of chains A and E of agkistrodotoxin is stable in solution, showing one of the highest
AdissG, equal to 6.7 keal/mol.

Finally, the C. d. cascavella sPLA2 homology model obtained using the SWISS-MODEL web
server was superposed onto chains A and E of the agkistrodotoxin dimer in an attempt to evaluate
biochemical and structural alterations in sPLA2 after naringin treatment (Figure 8). This new dimeric
assembly built in silico for C. d. cascavella sPLA2 was then used in the interprefation of the low
resolution model bending due to naringin treatment.

Figure 8. Stereo cartoon representation of the C. d. cascavella sPLA2 dimer modeled with
SWISS-MODEL and built in silico based on the high resolution model of agkistrodotoxin
sPLA2 (PDB entry 1BJJ. chains A and E. This figure was prepared using PyMOL (DeLano
Scientific, San Carlos, CA. http://www.pymol.org).
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2.1. Enzymatic activity

Polyphenolic compounds, such as naringin. have been characterized as highly specific and potent
inhibitors of phospholipase A2 activity. This action of flavonoids and other polyphenolic compounds
is attributed to an ability to bind the hydrophobic catalytic pocket of this enzyme, such as is found in
morin. and umbelliferone incubated with sPLA2 [7.8]. In addition. it has been reported that the
positions of the hydroxyl groups found in the flavonoid structure (3'- and 4'-position in the B-ring) are
important for selective inhibition of sPLA2 activity of group II molecules. such as PLA2s from
Crotalus durissus ssp and Bothrops sp [5].

According to our results. the enzymatic activity of native SPLA2 from C. d. eascavella was strongly
reduced after treatment with naringin. almost to the same level as the potent sPLAZ2 enzymatic
inhibitor p-BPB (Figure 2a). These findings suggest that naringin and p-BPB may inhibit sPLA2
activity in a different way. Crystallographic studies of sPLA2 from Bothrops jararacussu venom have
shown that pBPB interacting with His-48 an important residue involved with the the catalytic triad.
whereas owr results suggest that naringin modified several aromatic residues in the hydrophobic
channel [28].

2.2. Pharmacological properties

In addition to the enhanced decrease in catalytic activity. sPLAZ2 inhibitors recognize
pharmacological sites of such enzymes. consequently affecting their pharmacological action [29]. As
our studies showed. chemical treatment of sPLA2 with naringin reduced some pharmacological
effects. including myotoxicity (Figure 2b). neurotoxicity (Figure 2¢). pro-platelet aggregation activity
(Figure 2d), and edema formation (Figure 3a). which were induced by native sPLA2 in comparison
with the same assays performed with the inhibitor p-BPB.

One possible explanation for the lack of association between pharmacological and enzymatic
activities is that the chemical modification of some amino acids induced by naringin. in particular
aromatic amino acids and histidines. affected the toxin’s ability to interact with the pharmacological
receptor. but did not lead to abolishment of this function. Our results and those described by Cardoso
et al. [30] demonsirate that enzymatic activity of sPLA?Z is not crucial for pharmacological activities of
this sSPLA2 isolated from C. d. cascavella venom.

In terms of edema formation. it is noteworthy that the pharmacological effect seems to not be
correlated with the catalytic activity. and that when naringin was previously applied to animal
hindpaws, strong inhibition of hind paw edema was seen (Figure 3b). Flavonoids and other organic
compounds from plants, such as flavones and alkaloids. are known to inhibit the enzymatic activity of
sPLA2 [2.3]. as well as lipoxygenase/cyclooxygenase and citossolic PLA2, enzymes evolved in the
inflammatory cascade [31]. We believe that sSPLA2s are responsible for activating these inflammatory
enzymes due to arachidonic acid release and initiation of the inflammatory process. Thus. when
naringin is previously injected. it inhibits these enzymes and prevents edema formation.

This complementary assay suggests that unlike other pharmacological properties, the edema
induced by sPLA2 is dependent on membrane phospholipids hydrolysis generating pharmacologically
active lipids. On the other hand. the pharmacological modes of action of sPLA2 on myofoxicity.
neurotoxicity. and platelet aggregation are not completely related to the enzymatic activity but may be
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involved in the ability of specific sPLA2 molecular regions to recognize pharmacological sites on the
cells. as proposed by Cardoso et al. [30] for crotoxin, a PLA2 from Crofalus durissus terrificus venom.

The antibacterial property induced by native sPLA2 from C. d. cascavella appears to be a foxic
effect that is more closely related to the enzymatic activity, as was found for other sPLA2 that employ
enzymatic catalysis for antibacterial function [32]. Although native sPLAZ2 showed high phospholipase
function. bacterial cell membrane damage was significant. After naringin treatment and pronounced
reduction of catalytic activity. the level of lysis was also decreased (Figure 4). Thus, abolishing or
altering the sPLA2 enzymatic apparatus led to a significant loss of antibacterial activity by sPLA2
from C. d. cascavella venom.

2.3. Chemical and structural modifications

The observed UV absorption modification after sPLA2 treatment with naringin can be mainly
attributed to chemical changes in the aromatic amino acid residues and histidines of this enzyme, as
verified previously by Iglesias ef al. [7]. In addition, mass spectrometry analysis demonstrated that the
chemical shift induced by naringin was discrete, not indicating an attachment of naringin to the sPLA2
structure. The same result was found in previous studies of sSPLA2 treated with umbelliferone [8].

CD spectroscopy showed that naringin treatment induced considerable alteration in the CD signal of
sPLA2 as a consequence of modifications of mainly the o-helix. Helical structures in sPLA2 are
responsible for forming the hydrophobic channel [18]. which is occupied by the acyl chains of the
substrate when bound. positioning the cleavage center towards the catalytic residues and forming an
aperture to the external surface. In class I and IT sPLA2s, when no substrate is bound. the hydrophobic
channel is filled with ordered water molecules [33]. Therefore. in addition to our spectroscopic
analyses. structural characterization reports suggest that naringin predominantly acted in the
hydrophobic channel of sPLA2 from C. d. cascavella.

Although side-chain orientation is still a main challenge in determining protein structures from a
known sequence [34], methods based on rotamer libraries [35] have improved the prediction reliability
in terms of side-chain torsional angles for preferred conformations [34]. However, amino acid side-
chains in both crystallographic and molecular modeling models are known to differ from those in
physiological conditions [36]. From this point of view and considering the results derived from our
current work. the definition of the molecular region where naringin acts is more important than
addressing specific interactions and the most probable biologically active side-chain conformations of

the important amino acids,
2.4. Dimer models in solution for sPLA? from C. d. cascavella

Structural analyses of native sPLA2 and sPLA2-Nar performed by SAXS indicated that both
samples behave as dimers in solution. Using high sequence identity snake venom sPLA2
crystallographic models to interpret our low resolution models, we observed that C. d. cascavella
dimers presented a new extended configuration that has never been seen for PLA?2 in solution.

We also verified that treatment with naringin induced conformational changes in sPLA2 with a
clear bending of the dimer. Although unsuccessful. several attempts to model this bent dimer were
performed. employing rigid body modeling and flexible docking. However, the interpretation of the
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SAXS model based on the C. d. cascavella homology model superimposed on the agkistrodotoxin
crystallographic “*dimer™ (PDBID: 1BJJ. chains A and E) enabled identification of the aromatic amino
acids. histidine and serine. of C. d. cascavella that are present at the dimer interface (Figure 8). These
interfacial residues correspond to those affected by the action of naringin. and thus, the chemical
modification caused by naringin must be responsible for the conformational change observed in the
dimer configuration after naringin treatment.

It has been reported that the dimerization of snake venom sPLAZ is a comumon event that strongly
increases the enzymatic activity of sPLA2 in solution and determines the allosteric behavior of PLA2
from Crofalus durissus ssp and Bothrops sp [13.37-40]. Our low resolution models for sPLA2 and
sPLA-Nar allow us to suggest that in addition to chemical. secondary. and tertiary modifications
induced by naringin in sPLA2 from C. d. cascavella. dimer bending may have reduced the possible

enzymatic allosteric effect presented by this protein.

3. Experimental

3.1. Venom, animals and reagents

Venom from C. d. cascavella was kindly donated by the Institute of Butantan (Sdo Paulo. Brazil).
Naringin was obtained from Sigma Co., Ltd. (USA). Solvents, chemicals, and reagents used in protein
purification and characterization were of HPLC grade or higher and were acquired from Sigma-
Aldrich chemicals. Merck (USA), and Bio-Rad (USA). Male and female Wistar rats (120-150 g) and
Swiss mice (18-20 g) used in the pharmacological assays were obtained from the Multidisciplinary
Center of Biological Investigations (CEMIB-UNICAMP). All animal experiments were approved by
the State University of Campinas Ethics Committee (Sdo Paulo. Brazil).

3.2. Purification of sPLA?2 from Crotalus durissus cascavella venom

Whole venom was first fractionated as previously described by Oliveira ef al. [41]. Dried venom
(45 mg) was dissolved in ammonium bicarbonate buffer (0.2 M, pH 8.0) and clarified by
centrifugation (4.500 g. 1 min). The supernatant was injected onto a molecular exclusion HPLC
column (Superdex 75, 1 ¥ 60 cm. Pharmacia). and the chromatographic run was developed with a flow
rate for fraction elution of 0.2 mL/min. Absorbance was monitored at 280 nm. The separated crotoxin-
like fraction was immediately lyophilized. The crotoxin-like fraction was then subjected to reverse
phase chromatography using a pn-Bondapack C18 column (0.39 % 30 cm) with a flow rate for fraction
elution of 1 mL/min. The chromatography was monitored at 280 nm. sPLA2 from C. d. cascavella was
eluted using a non-linear gradient with buffer A (0.1% of trifluoroacetic acid in Milli-Q water) and
buffer B (acetonitrile 66% in buffer A). The resulting PLA2 was termed sPLA2. and its purity was
evaluated by Tricine SDS-PAGE and mass spectrometry on a MALDI-TOF mass spectrometer, as
previously described by Toyama ef al. [37.42].

3.3. Incubation of sPLA?2 with naringin and purification of modified sPLA?

The incubation of sPLA2 with naringin (mol:mol) was according to procedures described by
Iglesias ef al. [7]. Naringin was dissolved in dimethyl sulphoxide (DMSO). and its concentration
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during incubation with sPLAZ2 never exceeded 1%. Purified sPLA2 (1.5 mg. 100 nmol/mL) was
dissolved in 1 mL of water. After complete homogenization. 10 uL of naringin solution (100 nmol)
was added and incubated for 60 minutes in a water bath at 37 °C. Samples (200 pL) were loaded onto
a preparative reverse phase HPLC column to separate the modified sPLA2 (sPLA2-Nar) from
naringin. Samples were eluted using a discontinuous gradient of buffer (66.6% acetonitrile in 0.1%
TFA) at a constant flow rate of 2.0 mL/min. The chromatographic run was monitored at A280 nm. In
addition to the chemical modification with naringin. another modification with p-BPB was carried out
according to the protocol described by de Castro ef al. [43] and Hermnandez-Oliveira ef al. [44].

3.4. Measurement of sSPLA2 oxidation

Oxidation of sPLA2 after incubation with naringin was determined by measuring the absorption
spectra of sPLA2 and sPLA2-Nar using wavelengths ranging from 200 fo 300 nm. The
chromatographic run was performed utilizing a Waters HPLC. with a 991 photodiode array detector
(PDA 991, Waters) to record the absorption spectra of the samples. Detection was carried out at A214
nm, with peak scanning between 190 and 310 nm (3-nm steps). In addition. chemical modification of
the amino acid residues of sPLA?2 in the presence of naringin was evaluated by amino acid analysis.
For this analysis, approximately 1 nmol of purified protein (sPLA2 or sPLA2-Nar) was hydrolyzed
with 6 N HC1 (200 pL) in the presence of 10 pL of phenol. Amino acid hydrolysis was performed at
106 °C for 24 h. Then. excess HC] was removed, and the hydrolyzed amino acids were redried with an
aqueous solution of ethanol:water:triethylamine, 2:2:1 by volume. Post-column derivatization was
performed with an aqueous solution of phenylisothiocyanate (ethanol-water-triethylamine-
phenylisothiocyanate, 7:1:1:1 by volume). Both samples and amino acid standards were derivatized
using a PICO-TAG amino acid analyzer system. The analysis of the phenylthiohydantoin-amino acid
was also carried out using a PICO-TAG amino acid analyzer (Waters).

3.5. Measurement of SPLAZ2 activity

sPLA?2 activity was measured following protocols described by Rigden ef al. [45] and modified by
Toyvama et al. [37] in 96-well plates, using 4-nitro-3-octanoyloxybenzoic acid (4N30BA, BIOMOL,
USA) as substrate. Enzyme activity, expressed as the initial velocity of the reaction (Vo) was
calculated based on the increase in absorbance after 20 minutes. All assays were performed with
absorbance at 425 nm using a SpectraMax 340 multiwell plate reader (Molecular Devices. Sunnyvale,
CA). After addition of native or naringin-treated sPLA2 (20 pg). the reaction mixture was incubated
for up to 40 minutes at 37 °C. and absorbance was read at 10-minute intervals.

3.6. Myotoxic activity

Creatine kinase (CK) was assayed using the CK-NAc kit (Laborlab). Native sPLA2, sPLA2-Nar, or
sPLA2 treated with p-BPB (sPLA2-p-BPB) (1 pg/uL in 50 pL) was injected into the left
gastrocnemius muscle of male Wistar rats (90-110 g: n = 6). Confrol rats received an equal volume of
0.15 M NaCl. After 3 hours. the rats were anesthetized, and blood was collected from the abdominal
vena cava into tubes containing heparin as an anticoagulant. The plasma was stored at 4 °C for a

maximum of 12 hours before assaying. The amount of CK was then determined using 4 pL plasma,
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which was incubated for 3 minufes at 37 °C with 1.0 mL of the reagent according to the kit protocol.
Activity was expressed in U/L.

3.7. Neurotoxic effect assay

Male chicks (4-8 days old) were killed with ether, and the biventer cervicis muscle was removed
[46.47] and mounted under a resting tension of 1 g in a 4-mL organ bath containing aerated (95% 02 +
5% CO2) Krebs solution (pH 7.5. 37 °C) in mM: 118.7 NaCl, 4.7 KCl. 1.88 CaCl2, 1.17 KH2PO4,
1.17 MgS0O4, 25.0 NaHCO3. and 11.65 glucose. A bipolar platinum ring electrode was placed around
the tendon. which ran the length of the nerve trunk supplying the muscle. Indirect stimulation was
applied with a Grass S4 stimulator (0.1 Hz. 0.2 msec. 3—4 mV). Muscle contractions and contractures
were recorded by connecting the preparation to a force displacement transducer (Narco Biosystems
Inc.) coupled to a Gould RS 3400 recorder. Contractures to exogenously applied acetylcholine (ACh,
55 or 110 uM for 60 seconds) and KCI1 (5 mM for 120-130 seconds) were obtained in the absence of
nerve stimulation prior to the addition of modified and non-modified sPLA2 (10 pg/mL) at the end of
the experiment. The preparations were allowed to stabilize for at least 20 minutes before the addition
of ACh or KCl and a single concentration (10 pg/mL) of the compounds.

3.8. Platelet aggregation studies

Platelet aggregation activity was measured following methods described by Fonseca ef al. [48].
Venous blood was collected following informed consent from healthy volunteers who denied taking
any medication in the previous 14 days. Blood was collected with a two-syringe technique using
polypropylene syringes and 19-gauge needles. and was immediately transferred into polypropylene
tubes confaining one-tenth final volume of 3.8% trisodium citrate. After removing the platelet-rich
plasma. the remaining blood was prepared by cenfrifugation of citrated blood at 200 g for 10 min.
Washed platelets were obtained from the residue by centrifugation of citrated blood at 1.500 g for
20 min. Platelets were incubated for 1 hour at room temperature to recover their sensitivity to
aggregating agents. Platelet counts were performed on a Coulter S Plus apparatus (Coulter Electronics,
Hialeah. FL) or with phase-contrast microscopy. Platelet aggregation was carried out using 400 uL of
the washed platelets solution in a cuvette and incubated at 37 °C with constant stirring.

The desired concenfration of protein was added 3 minutes prior to the addition of platelet
aggregation inducers (thrombin for washed platelets). Subsequently, the aggregation was recorded for
5—10 minutes with an aggregometer (Payton Scientific Instruments. Inc, Buffalo. NY). Aggregation
experiments were performed with sPLA2 or sPLA2-Nar in concentrations of 10 pg in a final volume of
20 pL.

3.9. Paw edema assay

Male Wistar rats (120150 g) were anaesthetized with halothane (inhaled). Hind paw edema was
induced by a single subplantar injection of native SPLA2 or sPLA2-Nar (10 pg per paw). Paw volume
was measured immediately before the injection of the drugs and at selected times thereafter (30. 60,
90. 120, 180, and 240 minutes) using a hydroplethysmometer (model 7150, Ugo Basile. Italy). All
drugs were dissolved in sterile saline solution (0.9%). Results were expressed as the increase in paw
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volume (mL) calculated by subtracting the basal volume. When desired. the area under the time-—
course cwrve (AUC) was also caleulated (trapezoidal rule). and the results were expressed as the total
edema volume (mL per paw).

Thus, three groups of rats (n = 4 per group) were injected (i.p.) with dexamethasone or naringin
(3.0 mg/kg) 30 minutes before the injection of native sPLA2 (10 ng per paw). Each rat received
0.1 mL of drug. Dexamethasone and PBS were used as controls to evaluate the anti-inflammatory

effect of naringin.

3.10. Antibacterial activity

The antibacterial activity was assayed as described by Santi-Gadelha ef al. [49]. and structural
modification was done according to protocols described by Toyvama ef al. [50]. Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (Gram negative) and Streptococcus mutans (Gram posifive) cells were
harvested from fresh agar plates and suspended in sterile distilled water (A600 nm = 3 * 108
CFU/mL). Aliquots of bacterial suspension were diluted to 103 colony-forming units/mL (CFU/mLY)
and incubated with sPLA?2 and sPLA2-Nar samples (75 pg/mL) for 60 minutes at 28 °C. Survival was
assayed on nutrient agar (Difco) plates (n = 5). For both antibacterial assays. electron microscopic
assessment of morphologic alterations was performed in the absence (confrol) or presence of SPLAZ or
sPLA2-Nar.

Bacterial samples were cenfrifuged. recovered. fixed with 4% glutaraldehyde in buffer A (0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.4) for 1 h at 4 °C, embedded in 3% low-melting temperature agarose (Sea
Plaque, FMC Corp.). and stored for 12 h in fixative at 4 °C. Agarose pellets were immersed in fixative
for 2 h at 25 °C. washed three times for 10 minutes with buffer A. and fixed with 1% osmium
tetraoxide for 2 hours at 25 °C. Sections were washed three times, dehydrated in increasing
concentrations of ethanol. and embedded in Epon resin. Polymerization occurred at 60 °C for 48 hours,
and ultra-thin sections were prepared with a Sorvall MT2 ultramicrotome. Sections were placed on
grids and stained with 2% uranyl acetate for 15 minutes, followed by 2.6% lead cifrate for 15 minutes.
Samples were observed under a LEO 906 transmission electron microscope operating at 40—100 kV.

3.11. Circular dichroism (CD) specfroscopy

Native and sPLA2 modified with naringin were dissolved in phosphate buffer (10 mM. pH 7.4) to a
final concentration of ~7 pM and ~4 pM for sPLA2 and sPLA2-Nar, respectively. Samples were
transferred to quartz cuvettes with an optical path length of 1 mm. CD spectra between wavelengths
185-300 nm were measured with a JASCO 710 apparatus using a bandwidth of 1 nm and a response
time of 2—4 seconds. Scans were collected for each sample. and all spectra were corrected by
subtraction of buffer blanks. Comparison of spectra was performed after concentration and optical path

length normalization in terms of molar CD.

3.12. Mass spectroscopy

The molecular mass of SPLA2 and sPLA2-Nar were determined by matrix-assisted laser desorption
ionization-time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectromefry using a Voyager-DE PRO MAILDI-TOF
mass spectrometer (Applied Biosystems). One microliter of samples (sSPLA2 and sPLA2-Nar) in 0.1%
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TFA was mixed with 2 puL of the matrix a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, 50% acetonifrile. and 0.1%
TFA (v/v). The matrix was prepared with 30% acetonitrile and 0.1% (v/v) TFA. Ion masses were
determined with an accelerating voltage of 25 kV. with the laser operated at 2.890 pJ/com?2. with a
delay of 300 nanoseconds, and in the linear analysis mode.

3.13. Small angle X-ray scattering (SAXS)

SAXS measurements were carried out at the DO2A-SAXS2 beamline of the Brazilian Synchrotron
Light Laboratory [51]. Samples were kept at 4 °C in the sample cell [52]. and data acquisition was
performed taking several 600-second frames for each sample, which allowed for the control of any
possible radiation damage and improved statistical errors. Data were collected at a sample-to-detector
distance of 985.7 mm using a MAR CCD detector (MAR Research) with X-rays at a wavelength of
1.488 A, to cover q values ranging from 0.013 to 0.34 A-1. where q. the moment transfer vector, is
defined as q = 4msin6/i. Different concentrations of sPLA2 were measured fo assess aggregation
[53.54] and interparticle interference effects. The best data sets were collected for samples of native
sPLA2 and sPLA2-Nar at ~4 mg/mL and ~7 mg/mL, respectively.

Initial data treatment of the scaftering intensities was performed using Fit2D software [55]. Data
were reduced to a 1D scattering profile and normalized according to intensity and sample attenuation.
The net scattered X-ray intensities for the proteins were determined by subtracting a normalized buffer
blank from each protein data set. Different frames for each sample were inspected and averaged using
the program PRIMUS [56]. Distance distribution functions, p(r). and radius of gyration. Rg, were
evaluated by the indirect Fourier transform method included in the program GNOM [57].

The Rg value was also estimated using Guinier analysis [58] in which the In of I(q) was plotted
against 2 to yield a straight line whose slope is proportional to Rg. Additional analysis was performed
by plotting Iq2 against q (Kratky plot). which allows the evaluation of the degree of protein
globularization [59]. The shape of the Kratky plot is sensitive to the conformational state of the
macromolecule in solution. Globularly folded macromolecules have bell-shaped curves. whereas for
completely unfolded states, a plateau or a slightly increasing function in the larger q range is observed
[60]. Estimation of the molecular weight of sSPLA2 and sPLA2-Nar in solution was performed with a
relatively simple method included in the “SAXS MoW” web tool (http:/www.ifsc.usp.br/
~saxs/saxsmow.html). which is based on the invariant Q calculated from the Kratky plot [61].

Low resolution envelopes were restored from the scattering curves using the ab initio procedure
included in the program GASBOR [62]. In this program. dummy residue models were generated by a
random-walk Ca chain and folded in a way that minimizes the discrepancy between the calculated
scattering curve from the model and the experimental data. To increase the reliability of the results,
final models were obtained with the program DAMAVER [63] using a spatial average of 50
independent models. To clarify the visualization. the average model was represented by a surface-
calculated model using the program NCSMASK [64]. Superimpositions of erystallographic structures
of several PLA2s found in the Protein Data Bank (PDB. www.resb.org) and the most probable SAXS
models derived from DAMAVAVER were done using the program SUPCOMB [65]. Crystallographic
sPLA2 models used in the interprefation of the low resolution models were chosen based on the
smallest discrepancy (Chi) between the experimental scattering data and the scattering intensities

138



Molecules 2011, 16 756

computed for these models using the program CRYSOL [66]. In addition. rigid body modeling with
the program SASREF [67] and flexible docking with the program package SITUS [68] were

performed, aiming for the best interpretation of the SAXS envelopes.

3.14. Additional computafional analysis

Automated comparative homology modeling using the SWISS-MODEL web server [69]
(http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html) was employed fo generate an atomic coordinate
model for C. d. cascavella sPLA2. PSIPRED [70.71] was used for secondary structure prediction
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Protein assemblies and interfaces analyses were performed with
the PISA web server [72] (http://www .ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html).

3.15. Statistical analyses

Results are reported as the means = S.EM. of n experiments. The significance of differences
between means was assessed by an analysis of variance. followed by a Dunnett’s test when several
experimental groups were compared with the control group. The confidence limit for significance

was 5%.
4. Conclusions

According to our results, the enzymatic activity of native sPLA2 from C. d. cascavella was strongly
reduced after treatment with naringin. almost to the same level as the potent sPLA2 enzymatic
inhibitor p-BPB (Figure 2a). These findings suggest that naringin and p-BPB may inhibit sPLA2
activity in a different way. Crystallographic studies of sPLA2 from Bothrops jararacussu venom have
shown that pBPB interacting with His-48 an important residue involved with the the catalytic triad,
whereas our results suggest that naringin modified several aromatic residues in the hydrophobic
channel [28].

Based on the chemical modification and CD experiments. naringin interacted predominantly in the
sPLA2 molecular region with the highest concentration of aromatic amino acid residues (histidines and
serines, shown in Figure 8). which are found at the bottom of the hydrophobic channel (between the N-
terminus and the o2- and a3-helices) and the p-wing motif. In addition to containing the majority of
the modified amino acid residues, the hydrophobic channel is also the sPLA2 structural domain
responsible for catalysis. comprising the catalytic triad: Gly31. His47. and Asp89 according to the
sPLA2 amino acid sequence (shown in Figure 8). Thus, chemical and structural modifications in this
enzymatic region by naringin may be the main reason for the inhibition of enzymatic activity and the
correlated edema formation and antibacterial functions of sSPLA2 from C. d. cascavella.

The structural studies we performed permifted identification of the probable region in C. d.
cascavella sPLA2 that was affected by naringin. This region seems to be responsible for some of the
pharmacological properties of this enzyme. Chemical and structural modifications also interfered with

the active site of SPLA?2 and affected its possible enzymatic allosteric behavior.
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We show that ethyl 2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate (EOCC), a synthetic coumarin,
irreversibly inhibits phospholipase A; (sPLAZ) from Crotalus durissus ruruima venom
(sPLA2r) with an ICsq of 3.1 + 0.06 nmol. EOCC strongly decreased the Vi, and Ky, and it
virtually abolished the enzyme activity of sPLAZr as well as sPLA2s from other sources. The
edema induced by sPLA2r + EOCC was less than that induced by sPLA2r treated with p-
bromophenacyl bromide, which was more efficient at neutralizing the platelet aggregation

gﬁm;ﬁurmm s activity of native sPLAZr. Mative sPLA2r induced platelet aggregation of 91.54 + 9.3%, and
Edema sPLAZr + EOCC induced a platelet aggregation of 18.56 + 6.5%. EOCC treatment also
Myonecrosis decreased the myotoxic effect of sPLA2r. Mass spectrometry showed that EOCC formed
Platelet a stable complex with sPLAZr, which increased the mass of native sPLAZr from 14,299.34
sPLA2 Dato 14,736.22 Da. Moreover, the formation of this complex appeared to be involved in the

Synthetic coumarin loss of sPLAZr activity. Our results strongly suggest that EOCC can be used as a pharma-

cological agent against the sPLA2 in Crotalus durissus sp. venom as well as other sPLAZs,
© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

2H-1-benzopyrans (2H-chromenes) are important inter-
mediates in the synthesis of many natural products and
medicinal agents (Ashwood et al,, 1986; Kim and Lee, 2002)
including flavonoids, coumarin, and derivatives of these
compounds. 2-H chromenes have been used experimentally

Abbreviations: CK, creatine kinase; EOCC ethyl 2-oxo-2H-chromene-3-
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as anti-inflammatory and anti-thrombotic therapeutics.
Related to their anti-inflammatory activity, synthetic
coumarins are known to inhibitarachidonic acid metabolism.
Crotalus durnssus sp. venom has several pharmacological
effects that appear dependent, at least in part, on the enzy-
matic activity of secretory phospholipase A2 (sPLA2). The aim
of this work was to evaluate the effect of ethyl 2-oxo-2H-
chromene-3carboxylate (EOCC), a synthetic coumarin
derivative, on the enzymatic activity of sPLA2 from Crotalus
durissus ruruima venom (sPLA2r) as well as on sPLA2r-
induced edema, myotoxicity, and platelet aggregation.
Secretory PLA2r was fractionated in two steps as
described by Diz Filho et al. (2009). Whole venom (45 mg)
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was first fractionated by size-exclusion HPLC { Superdex 75,1
» 60 c¢m, GE Healthcare), and the crotoxin fraction was
purified by monitoring phospholipase Ay (PLA2) activity
(Fig.1a). Crotoxin was then subjected to reverse-phase HPLC,
which led to the identification of one main sPLA2 isoform
(Fig. 1b). The molecular mass of purified sPLA2r was
14,299.34 Da, measured as described by Toyama et al.(2005).

Purified sPLA2r was chemically modified with EOCC
using the procedure described by lglesias etal. (2005). EOCC
(100 nmol in 10 pL dimethyl sulfoxide) was incubated with
SPLAZ2r (100 nmol in 1000 pL water) for 60 min at 37 *C. The
products were fractionated by analytical reverse-phase HPLC
(C5 large pore column, Supelco). The resulting sPLAZ2r had
a molecular mass of 14,736.22 Da. This, taken with the
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Fig. L (a) Chromatographic profile of Crotalus durissus ruruima whole-
venom fractionation by size-exclusion chromatography (Superdex 75, 1 =
60 cm). Clarified, dried venom (45 mg) was dissolved in the mobile phase
(0.2 M ammonium bicarbonate buffer, pH 8.0) and separated using a flow
rate of 0.2 mL/min. Fractions were eluted by monitoring absorbance at 280
nm. Enzyme activity was monitored in 10-20 pl samples from each fraction
corresponding to crotacetin, convubxin, giroxin, crotoxin, and crotamine.
PLAZ activity was detected in the crotxin fraction and monitored spectro-
photometrically at 425 nm. (b) Fractionation of crotoxin from Crotalus dur-
issus ruruima by reverse-phase HPLC (C18 p-Bondapack) using a non-linear
gradient of acetonitrile (66% in 0.1% of TFA) and monitoring at Az e The
purity of the resulting fractions, termed sPLAZrul and sPLAZru2, was eval-
uated by tricine SDS-PACE and mass spectrometry on a MALDI-TOF instru-
ment. The main sPLA2 fraction used in this work was designated sPLAZr.

14,299.34 Da mass of native sPLAZr, suggests that two
molecules of EOCC (218.21 Da) were complexed to sPLAZ2r.

Amino acid analysis of native or treated sPLA2r samples
was performed using the PICO-TAG system (Waters).
Samples were hydrolyzed with 6N HCl in the presence of
1% of phenol over 24 h and derivatized with PITC. PTC-
amino acids were then analyzed by reverse-phase HPLC.
The global amino acid analysis revealed no significant
differences between native sPLA2r and EOCC-treated
sPLA2r (sPLA2 + EOCC).

PLA? activity was measured using a chromogenic
substrate (4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acdd, BIOMOL,
USA) as described by Lima et al. (2008). The enzymatic
activity, expressed as the initial velocity of the reaction (Vo),
was calculated based on the increase in absorbance at 425
nm after 20 min. Absorbance was measured using a Spec-
tramax 340 multiwell plate reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). Native sPLA2r had a Vo of 2.51 £ 034
nmol/min{n = 12). The chemical modification of sSPLA2r with
pBPB was done as described by de Casto et al. (2000). The Vo
decreased to 0.48 &+ 0.13 nmol/min (n = 12, p < 0.05) in the
presence of the sPLAZ inhibitor, p-bromophenacyl bromide
(pBPB). Similar to pBPB, EOCC decreased the Vo of sPLA2r to
038 + 0.08 nmol/min (n = 12, p < 0.05). These results
strongly suggest that EOCC and pBPB have comparable
inhibitory potency against sPLAZr. To compare the half
maximal inhibitory concentration (1Csp) of EOCC and pBPB,
we used a substrate concentration of 10 mM and incubated
sPLA2r with increasing amounts of each inhibitor (0-14
nmol in 10 pL) for 60 min prior to enzymatic evaluation. EOCC
inhibited enzymatic activity in a dose-dependent manner,
with maximal inhibition occurring in the presence of 8 nmol
and no significant further inhibitory effect being seen with
doses of 10-14 nmol (Fig. 2a). The inhibitory effect of EOCC
was significantly higher than that observed for pBPB atlower
doses (2-8 nmol), but both showed similar inhibitory effects
above 10 nmol. Next, we evaluated the effect of the substrate
concentration on SPLA2r activity following the protocol
described by Toyama et al. (2003). At different substrate
concentrations, sPLAZr exhibited moderate allosteric
behaviour. The addition of EOCC or pBPB to the enzyme
strongly and irreversibly decreased the V., and K, (Fig. 2b).
The enzymatic assay was performed as already described
and in all cases, 1 mg/mL sPLA2 solution was incubated with
10 nmol EQCC for 30 min before the enzymatic assay. A
comparison EOCC-induced inhibition of sPLA2r and sPLA2
from other sources produced the following results (listed
without and with EOCC): 7.83 £ 0.56 and 0.98 + 0.32 nmol/
min for bovine sPLAZ2; 6.53 £ 0.28 and 2.32 £+ 0.17 nmol/min
for honey bee sPLA2; 11.43 + 0.47 and 1.83 £ 0.53 nmol/min
for Naja mossambica mossambica sPLA2 (Sigma-Aldrich,
V1627); 8.78 £ 0.62 and 0.56 + 012 nmol/min for PrTx-1lI
sPLA2 from Bothrops pirajai venom; 104 + 0.31 and 1.83 +
0.35 nmol/min for sPLA2r (n = 12, Fig. 2c).

Next, we analyzed the effect of EOCC on sPLA2r-induced
edema. Male Wistar rats (120-150 g) were anaesthetized
with inhaled halothane, and hind paw edema was induced
by a single subplantar injection of native or modified sPLA2
(10 pg dissolved in sterile 0.9% saline solution per paw).
Paw volume was measured using a hydroplethysmometer
(model 7150, Ugo Basile, ltaly) immediately before the
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Fig. 2. (a) The effect of increasing concentrations of EOCC or pBPB (0-14
nmol/L) on the activity of sPLAZr ( 10 nmol/mL). Each compound was incu-
bated with sPLAZr for 60 min, and sPLAZr was then added to the reaction
well. sPLA2 activity was measured using 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid
as a substrate. Enzyme activity, expressed as the initial velocity of the
reaction (Vo ), was calculated based on the increase in absorbance at 425 nm
after 20 min. (b) The effect of varying substrate concentrations (0-16 mM)
on the enzymatic activity of sPLAZr, which exhibited discrete allosteric
behaviour, Using the same conditions, we also evaluated the effect of 10
nmol pEPB or EOCC on sPLAZr kinetics. (¢) Comparson of the inhibitory
effect of EOCC against sPLA2 from other sources. In all assays, 10 nmol EQCC
was incubated with the sPLA2 solution (1 mg/mL) for 30 min before the
enzymatic assay. Each point represents mean + SEM (n = 12). *p < 0.05.

injection and at selected times thereafter (30, 60, 90, 120,
180 and 240 min). Results were expressed as the increase in
the paw volume (in ml) from the basal volume. Native
sPLAZr induced maximum edema at 30 min after injection
(063 £ 0.03 mL, n = 4). Incubation of sPLA2r with EOCC
virtually abolished edema formation at this time (018 +
005 mL, n =4, p < 0.05). Similar results were seen with
pBPB (0.24 £ 0.04 mL, n = 4, p < 0.05) (Fig. 3a).

Liberation of creatine kinase (CK) from damaged muscle
cells was assessed by measuring CK enzyme activity in the
plasma of mice. Four groups of four animals (18-22 g) were
injected in the right gastrocnemius muscle with 50 pl of 0.5
mg/mL native sPLA2r, sPLA2r-treated EOCC, EOCC alone, or
PBS (as a control). Three hours later, tail blood was collected
into heparinized tubes for analysis of plasma CK activity
(expressed as units per liter at 30 °C) using a commercially
available kit (47-UV, SigmaAldrich). Afterinjection of native
sPLA2r, CK activitywas 219545 + 42 34 U[L(n = 4, p < 0.05),
whereas EOCC-treated sPLA2r increased CK levels only to
42134 + 2456 (n = 4, p < 0.05). Myonecrosis was also
strongly inhibited by pBPB, as shown by a comparable
increase in CKactivity to 383.87 £28.23 U[L(n =4, p < 0.05).

Finally, platelet aggregation was measured following the
method described by Fonseca et al. (2006) and Oliveiraet al.
(2008). The washed platelet solution (400 pL) was kept at 37
*Cwith constant stirring, and aggregation was recorded for
5-10 min with an aggregometer (Payton Scientific
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Fig. 3. (a) Effect of EOCC on sPLAZ2r-induced edema in the rat paw. Paw
volume was measured prior to injection of the drugs and at selected times
thereafter using a hydroplethy smometer. All drugs were dissolved in sterile
0.9% saline solution. Results were expressed as the increase in paw volume
(mL) calculated by subtracting the basal volume, Maximal edema was
observed at 30 min (approximately 0.6 mL for native aPLAZr), with edema
being decreased by pBPB or EOCC co-incubation. Each point represents the
mean + SEM (n = 4).'p < 0.05. (b) Comparison of platelet aggregation
induction in platelet-rich plasma (PRP). Aggregation experiments were
performed with 10 pg sPLAZr or sPLAZr + EOQCC in a final volume of 20 uL,
and aggregation was recorded for 5-10 min with an aggregometer. Mative
sPLAZr induced 91.54 £ 9.3% platelet aggregation, while co-incubation of
sPLAZr with pBPB or EOCC reduced the aggregation to 6.4 + 3.4% and 18,56
+ 6.5%, respectively.
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Instruments, Inc, Buffalo, NY). Aggregation experiments
were performed using 10 pg sPLA2r or sPLA2r + EOCC in
a final volume of 20 pL. Native sPLA2r induced irreversible
platelet aggregation (91.54 £ 9.3%, n = 4, p < 0.05). On the
other hand, sPLA2r + EOCC and sPLAr + pBPB induced
platelet aggregation of only 18.56 + 6.5% (n = 4, p < 0.05)
and 6.4% + 3.4 (n =4, p < 0.05), respectively (Fig. 3c).

Our data show that, similar to pBPB, EOCC strongly
decreases the enzyme activity of sPLA2r. Moreover, mass
spectrometry suggests that EOCC forms a stable complex
with sPLA2r. The stoichiometry of two molecules of EOCC
per molecule of sPLAZr is similar to that of umbelliferone
(Toyama et al., 2009). The shift in the retention time of
sPLAZr after incubation with EOCC also indicates a strong
interaction. The inhibitory mechanism of coumarin involves
nucleophilic attack of amino add residues and binding to the
large hydrophobic pocket of chymotrypsin. These features
were shown to be necessary for the interaction of this
compound with proteins (Ghani etal., 2001 ; Hyun and Kim,
2004). Blockade of the coumarin benzopyran structure and
significant structural changes in the protein have been
shown to occur after treatment with 7-hydroxycoumarin (7-
HOC). EOCC may work by a similar mechanism of action.
Two molecules of EOCC react with the hydrophobic pocket
of sPLA2r, similar to what has been observed for 7-HOC
(Toyama et al, 2009). The loss of hydrophobic pocket
integrity induces an irreversible loss of enzyme activity.
Consequently, all biological effects that depend on the
catalytic activity of sPLA2 are virtually abolished. Since the
stability of the alpha helix in the hydrophobic cavity should
be affected by the stability of other structures such as the
calcium-binding loop or beta wing, it is possible that phar-
macological effects induced by sPLA2 interaction with the
receptor are similarly affected, as observed by Valentin and
Lambeau (2000), Oliveira et al. (2002), and Toyama et al.
(2009). This hypothesis is strongly supported by studies of
sPLA2 modified with other polyphenolic compounds
(lglesias et al, 2005; Toyama et al, 2009) as well as by other
studies (Harper and Powers, 1985; Liu et al., 2008).

In conclusion, EOCC is a useful tool for advancing our
knowledge of the structure and function of sPLAZ2 as well as
the pharmacological effects of related plant-derived poly-
phenolic compounds such as coumarins, flavonoids,
terpenoids, and alkaloids.
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